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Résumé
L’hypophyse constitue un lien central au niveau de l’intégration des divers
signaux en provenance du cerveau ainsi que des organes périphériques. Elle est formée
de trois lobes distincts le lobe antériecir (pars distalis), intermédiaire (pars intermedia) et
postérieur (pars nervosa). DecLx des six lignées cellulaires hypophysaires. les
corticotropes du lobe antérieur et les mélanott’opes du lobe intermédiaire, expriment la
pro—opiomélanocortine (POMC). Cette prohormone constitue le précurseur de plusieurs
peptides biologiquement actifs, dont la corticotrophine (ACTH). Sous l’influence de la
corticolibérine hypothal amique CRH (Corticotropin-Releasing Hormone), la POMC
produite dans les cellules corticotropes est maturée en ACTH qui régulera ensuite la
synthèse de glucocorticoïdes par les glandes surrénales. Cette boucle de rétroaction est
appelée l’axe lwpothaÏamo-hypophyso-surrénalien (HPA). D’ ai Heurs, l’hypothalamus et
l’hypophyse forment une unité impliquée dans plusieurs axes de régulation où ils
exercent un contrôle sur une grande variété d’activités physiologiques.
Divers facteurs sont impliqués dans la transcription du gène POMC. Parmi eux.
notons le bHLH NeuroDi et le récepteur nucléaire orphelin Nur77. Ceux-ci trouvent
leurs éléments de réponse respectifs. la boîte E10 et le NurRE, au niveau de la partie
distale du promoteur POMC. Puisque NeuroDi possède une cinétique d’expression
variable ait cours du développement hypophysaire et que Nur77 n’est actif qci’en
présence de CRH. nous avons produit des souris transgéniques exprimant le gène
rapporteur EGfP sous le contrôle du promoteur POMC intact, avec une boîte E10
mutée ou bien avec un NurRE muté. Les données obtenues ont amené de nouvelles
explications sur les dynamiques d’expression du gène POMC. Par l’apport aux études
précédentes effectuées scir des cellules en culture, les lignées mutantes ont permis
d’envisager de façon indépendante l’importance in vivo de la boîte Eiieui.o et du NurRE
dans la régulation développementale de l’expression hypophysaire du gène POMC.
Mots clés : Transcription, boîte NurRE, NeuroDi, Nur77.
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Abstract
The pituitary gland is a central link for the integration of many signais from the
brain and the periphery. The gland is formed of three lobes: the anterior lobe (pars
distalis). the intermediate lobe (pars intermedia) and the posterior lobe (pars nervosa).
From the six pituitary ccii types. two of them, the corticotrophs of the anterior lobe and
the melanotrophs of the intemiediate lobe, express the proopiomelanocortin gene
(POMC). This prohonnone is the precursor of rnany peptides with biological activity.
One of them is corticotrophin (ACTH). Under the influence of hypothalarnic CRH
(Corticotropin-Releasing Hormone). POMC transcribed in corticotrophs celis is
processed into ACTH. Thereafter, ACTH controls glucocorticoid synthesis by the
adrenals. This feedback loop constitutes the hypothalarnic-pituitary-adrenal axis (HPA).
Furtherrnore, the hypothalamus and the pituitary gland form a unit implicated in rnany
regidatory axes that control a variety ofphysiological processes.
Different factors are involved in POMC gene transcription. Among them. the
bHLH NeuroDi and the orphan nuclear receptor Nur77 bind to their respective responses
elernents, the Fboxiieuc, and the NurRE, in the distal portion of the POMC prornoter.
Since NeuroD I is transientiy expressed during pituitary development and that Nur77 is
only active in presence of CRH. we generated transgenic mice expressing the reporter
gene EGFP under the control of the intact POMC promoter and of POMC prornoters
mutated at the EboxlelI.( or at the NurRE. The data obtained have shed a new light on the
dynarnics of the POMC gene expression. Moreover, cornpared to previous studies donc
in cultured ceils, the mutant mice aliowed us to consider independentiy the in vivo
importance for the EbOXjuro and the NurRE in the developmental regulation of pituitary
POMC gene expression.
Keywords: Transcription, Ebox10, NurRE, NeuroDi, Nur77.
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION
1.1 Une des principales glandes endocrines : l’hypophyse
L’hypophyse, autrefois appelée glande pituitaire. est située dans la selle turcique
de Vos sphénoïde et sécrète six hormones majeures. Elle se trouve suspendue à une tige
en forme d’entonnoir. Finfundibulum. qui relie Vhypophyse à la paiie inférieure de
l’hypothalamus. La méninge supérieure, la dure-mère, tapisse les parois osseuses et
ferme la loge hypophysaire en constituant le diaphragme sellaire. De cette façon. l’entrée
de la membrane arachnoïde et du liquide cérébro-spinal dans la selle turcique est évitée.
L’infundibulum et ses vaisseaux sanguins passent à travers une ouverture au sein de ce
diaphragme. Les murs latéraux de la glande sont en apposition directe avec le sinus
caverneux. Chez l’homme, le chiasma optique se trouve 5 ii 10 mm au-dessus du
diaphragme sellaire et antérieurement à Finfundibulum (figure 1 .1). Elle mesure
approximativement 15 X 10 X 6 mm et pèse de 500 à 900 mg. Cependant. sa taille peut
doubler pendant la grossesse (I).
Chez l’être humain adulte, l’hypophyse comprend deux lobes, l’un formé de tissu
nerveux (le lobe postérieur) et l’autre. de tissu glandulaire (le lobe antérieur) (2). La
neurohvpophvse. ou lobe postérieur, libère des neurohormones qu’elle reçoit.
préflibriqclées. de L’hypothalamus. Par conséquent. la neurohypophyse est davantage un
site d’entreposage qu’une glande endocrine. À l’opposé, le lobe antérieur,
1’ adénohypophyse, est composé de cellules hormonopoïéti ques qui produisent et libèrent
plusieurs hormones. De plus. un troisième lobe, le lobe intermédiaire, est présent chez la
plupart des vertébrés et est particulièrement développé chez les rongeurs. Dans le cas de
l’être humain, cette structure est présente au cours de l’embrvogenèse. mais régresse pour
ensuite disparaître à L’âge adulte (3).
Le sang artériel est acheminé à l’hypophyse par des ramifications de l’artère carotide
interne. Quelques artères hypophysaires supérieures desservent 1’ adénohypophyse et
l’infundibulum. tandis que deux artères hypophysaires inférieures, une de chaque côté.
irriguent la neurohypophyse. Les veines sortant de Vhypophyse se jettent dans le sinus
caverneux et dans d’autres sinus de la dure-mère situés à proximité (1).
Figure 1.1: Situation anatomique et représentation schématique de
l’hypophyse chez l’humain. Lhypophyse est reliée à Fhypothalarnus via
1’ infundibulum.
31.2 Relations entre l’hypophyse et l’hypothalamus
L’hypophyse humaine adulte possède deux origines distinctes. La
neurohypophyse se forme à partir d’une excroissance du tissu hypothalarnique (nerveux)
et elle reste unie à l’hypothalamus par les neurofibres du tractus hypothalarno—
hypophysaire qcii passe dans l’infundibulum (4). D’un autre côté, le lobe antérieur dérive
du tissu épithélial et provient d’une invagination de la pallie supérieure de la muqueuse
orale (le diverticule ou poche de Rathke. décrit en détail plus loin) (2). Durant tout le
développement, un contact constant est maintenu entre l’adénohypophyse en formation et
l’infundibuÏurn qui deviendra plus tard la neurohypophyse. Les deux lobes forment
‘hypophyse adulte. La connexion entre 1’ adénohypophyse et l’hypothalamus est de
nature vasculaire plutôt que nerveuse. En effet, il existe deux réseaux de capillaires : un
primaire au niveau de l’infundibulum et un secondaire dans l’adénohypophyse. La
communication entre ces deux réseaux capillaires se fait via de minuscules veines poiles
hypophysaires, formant ainsi le système porte hypothalamo-hypophysaire. Les hormones
de libération et d’inhibition en provenance de l’hypothalamus ventral vont atteindre
l’adénohypophyse par l’intermédiaire de ce système poile afin d’y contrôler l’activité
sécrétrice des cellules hormonopoïétiques cibles (5).
1.3 Histologie et types cellulaires
Les cellules de l’hypophyse antérieure ont été originairement classifiées comme
étant acidophiles. basophiles et chromophobes. Les techniques d’immunohistochimie et
de microscopie électronique permettent maintenant la classification de ces cellules pal’
leurs produits de sécrétion. Nous y retrouvons cinq types cellulaires sécrétant six
hormones majeures: les somatotropes qui produisent l’hormone de croissance (GH). les
corticotropes qui sécrètent la corticotrophine (ACIH). les lactotropes qui synthétisent la
prolactine (PRL). les thyréotropes qui prodciisent la thyréotrophine (TSR) et les
gonadotropes qui sécrètent l’hormone folliculostimulante (fSH) et lutéinisante (LH) (6).
En tenue de proportion, les somatotropes comptent pour environ 50% de
l’adénohypophyse, les corticotropes représentent 10 à 15%. tandis que chacun des autres
types cellulaires compte pour moins de 10%. Cependant, cette distribution peut varier
beaucoup, puisque les lactotropes prolifèrent pendant la grossesse suite à l’élévation du
niveau d’oestrogènc. Cette prolifération leur permet «atteindre les 25%.
4Le lobe intermédiaire est composé de cellules endocrines, tes mélanotropes. qui
expriment l’hormone mélanotrope (MSH). Cependant. comme mentionné plus haut. ce
lobe n’est picis présent chez l’être humain adulte, mais reste développé chez d’autres
animaux comme les rongeurs.
Le lobe postérieur est majoritairement composé de pituicytes (un type de
gliocytes) et de neurofibres. Étant d’origine neuronale, les prolongements axonaux qui le
composent naissent de neurones situés dans les territoires magnocellulaires des noyaux
supraoptique et paraventriculaire de l’lwpothalamus. Les neurones paraventriculaires et
supraoptiques synthétisent respectivement 1’ ocytoc inc et l’hormone antidiurétique
(ADH). aussi appelée vasopressine.
1.4 Hormones hypophysaires
En plus de la régulation des axes endocriniens, les hormones hypophysaires sont
essentielles aux fonctions métaboliques de différents organes cibles comme les reins.
l’utértis et les glandes mammaires. La partie suivante dresse une liste des principales
hormones sécrétées par chacun des lobes de l’hypophyse.
1.4.1 Hormones adénohypophysaires
L’adénohypophyse élabore de nombreuses hormones dont plusieurs régissent l’activité
d’autres glandes endocrines. Néanmoins, on connaît six hormones adénohypophysaires
ayant chacune des effèts physiologiques distincts sur l’être humain (figure 1.2). Lorsque
l’adénohypophyse reçoit un stimulus chimique adéquat de l’hypothalamus, certaines de
ses cellules libèrent une hormone ou plus. Les messagers qui parviennent à
l’adénohvpophvse depuis l’hypothalamus vont exercer leurs actions physiologiques suite
à la liaison de leurs récepteurs spécifiques situés au niveau de leurs cellules cibles. Ces
dernières vont ensuite synthétiser et sécréter des hormones en réponse à ces messagers
hypothalarniques. En revanche, les signaux inhibiteurs en provenance de l’hypothalamcis
entraînent plutôt l’arrêt de l’activité sécrétoire des cellules adénohypophysaires cibles.
GHRH TRH CRU GnRH Dopamine
Organes
cibles
Figure 1.2: L’axe hypothalamo-hypophysaïre et ses organes cibles. Issues de
lhypothalamus, de nombreuses hormones de libération ou dinhibition atteignent
l”adénohypophyse. Lorsque celle-ci reçoit un stimulus chimique adéquat de
Fhypothalarnus, certaines de ses cellules libèrent à leur tour une hormone ou plus qui
joueront différents rôles physiologiques une fois en contact avec leur(s) organe(s)
effecteur(s).
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6Quatre des six hormones adénohypophvsaires. la thyréotrophine (TSH). la
coilicotrophine (ACTH), l’hormone folliculostimulante (FSH) et l’hormone tutéinisante
(LH) sont des snmulines. c’est-à-dire qu’eltes activent la sécrétion hormonale d’autres
glandes endocrines. Les deux acltres hormones adénohypophysaires. l’hormone de
croissance (GH) et la prolactine (PRL) agissent principalement sur des cibles non
endocriniennes. Toutes les hormones adénohypophysaires agissent par 1 intermédiaire
d’un second messager, l’AMP cyclique.
Hormone de croissance (GH) : L’hormone de croissance (GH. Growth
Hormone), aussi appelé somatotrophine. est un polypeptide de 191 acides aminés sécrété
pal- les cellules somatotropes. Comine son nom l’indique, la GK stimule la croissance et
la division de la plupart des cellules de l’organisme. Sur l’os. la GH entraîne la
prolifération des chondroblastes du cartilage épiphysaire permettant ainsi la croissance
des os longs jusqu’à l’adolescence. Etant de nature anabolisante, l’hormone de croissance
favorise également la synthèse de protéines et l’accroissement de la masse musculaire.
Aussi, elle possède un efFet diabétogène sur l’organisme. c’est-à-dire qu’elle augmente la
glycémie en facilitant la conversion des triglycérides en acides gras. Les effets de cette
hormone sur la croissance font intervenir une classe de protéines, les somatomédines.
aussi appelées facteurs de croissance analogues à l’insuline (IGF, Insulin-like Growth
Factor). Ces protéines sont produites par le foie, les muscles et d’autres tissus. De plus.
deux hormones hypothalamiques aux effets antagonistes régissent la sécrétion de
l’hormone de croissance par l’hypophyse. La sornatocrinine (GHRÏ-l, Growth Hormone
Releasing Flormone) provoque la libération de GH. tandis que la somatostatine (GHIH,
Growth Hormone- Inhibiting 1-Iormone) t’ inhibe (5).
Prolactine (PRL) t La prolactine (PRL) est composée de 199 acides aminés et
présente une homologie de séquence avec l’hormone de croissance. Sous l’influence
d’hormones hvpothaÏamiques stimulantes. les cellules lactotropes de l’hypophyse sont
amenées à prodtiire et libérer la prolactine. À ce propos, le PRF (Prolactin-Releasing
Factor) en provenance de l’hypothalamus favorise la synthèse et la libération de
prolactine, tandis que la doparnine, appelée PIF (Prolactin-Inhibiting Factor) dans cette
7situation. possède des effets inhibiteurs sur les lactotropes. L’effet principal de la
prolactine chez l’humain est la stimulation de la lactation (5).
Thyréotrophine (TSH): Tout comme les gonadotrophines FSH et LH (décrites
plus bas), la TSH (Thyroid-StimuÏating Hormone) est une glycoprotéine composée de
deux chaînes polypeptidiques. les sous-unités Œ et f3. La TSR partage la sous-unité et (et
GSU et-Glycoprotein Sub-Unit) avec les gonadotrophines, tandis qcte la sous-unité f3
détermine la spécificité d’action de chacune de ces hormones. Suite à la libération d’un
peptide hypothalamique appelé thyréolibérine, les cellules thyréotropes de
l’adénohypophyse libèrent la thyréotrophine (TSR). La TSR atteint ensuite la glande
thyroïde où elle permet la synthèse et la relâche des hormones thyroïdiennes, la thyroxine
(T4) et la triiodothyronine (T3). Ces dernières possèdent des effets biologiques sur la
plupart des tissus de l’organisme. De plus. l’élévation des concentrations plasmatiques de
T4 et T3 entraîne un arrêt de la sécrétion de thyréolibérine et de thyréotrophine par
l’hypothalamus et l’hypophyse respectivement via un mécanisme de rétro—inhibition (5).
Gonadotrophines (FSU et LII): Les gonadotrophines sont l’hormone
folliculostirnul ante (FSR. Follicule—Stimulating Hormone) et 1 hormone lutéini sante (1H.
Luteinizing Hormone) elles régissent le fonctionnement des gonades. Ces hormones sont
libérées par tes cellules gonadotropes de l’hypophyse en réponse à la gonadolibérine
(GnRR, Gonadotropin-Releasing Hormone) que produit l’hypothalamus. Chez les deux
sexes, la f SR stimule la production des gamètes (spermatozoïde et ovule), tandis que la
LH favorise la production des hormones gonadiques. Chez la femme, la maturation du
follicule ovarien est possible par l’action synergique de la FSH et de la LH jusqu’à la
moitié du cycle menstruel. À ce moment. l’élévation de la concentration en oestrogènes
permet la libération d’une grande quantité de 1H par l’adénohvpoplwse. provoquant ainsi
l’ovulation. La LH stimule également la synthèse et la libération des hormones
ovariennes, les oestrogènes et la progestérone. Chez l’homme, la LI-I entraîne la
production et la sécrétion de la testostérone par les cellcdes interstitielles (celictles de
Leydig) des testicules (5).
$Corticotrophine (ACTH) $ La corticotrophine (ACTH, Adrenocorticotropic
Hormone), ou hormone corticotrope. est sécrétée par les cellules coilicotropes de
l’adénohypophyse suite à la maturation du précurseur. la pro-opiomélanocortine (POMC)
(décrite en détail plus loin). Elle amène le cortex surrénal à libérer les hormones
corticostéroïdes et plus particulièrement les hormones glucocorticoïdes (Gc) qui aident
l’organisme à résister aux facteurs de stress. La libération de la corticotrophine est
provoquée par la corticolihérine (CRI-l, Corticotropin-Releasing Hormone)
hypothalamiqcte. L’élévation de la concentration de glucocorticoïdes exerce une rétro-
inhibition sur la sécrétion de CRH par l’hypothalamus et d’ACTH par l’adénohvpophyse
(7).
1.4.2 Hormones du lobe intermédiaire
Le lobe intermédiaire n’est composé que d’un seul type de cellules endocrines. tes
mélanotropes. Celles-ci produisent et sécrètent les hormones mélanotropes. c’est-à-dii’e
l’a-. la F3- et la y-MSH (Melanocyte-Stimulating Hormone). Ces hormones proviennent
totites d’un précurseur commun. la POMC. L’Œ-MSH accroît la synthèse de mélanine
dans les mélanocytes des amphibiens. des reptiles et d’autres animaux pour y jouer un
rôle important dans la pigmentation de la peatt. Cependant. chez l’humain, la
concentration plasmatique d’a-MSH est insignifiante. Cette substance y jouerait plutôt
un rôle à titre de neurotransmetteur au niveau du système nerveux central. La
pigmentation dans ce cas serait régulée par l’Œ-MSH produite localement par les
mélanocytes (8). Du reste, la libération de l’Œ-MSH est inhibée par les neurones
hypothalamiques libérant de la dopamine.
1.4.3 Hormones neurohypophysaires
Le système hypothalamo-neurohypophysaire sécrète deux nonapeptides basiques
l’hormone antidiurétique (ADH ou vasopressine) et l’ocytocine. L’ADH est un important
régulateur de l’équilibre hydrique, mais il agit aussi comme un puissant vasoconstricteur
et joue un rôle dans la régulation de la fonction cardiovasculaire. L’ocytocine stimule la
contraction du muscle lisse de l’utérus lors de l’accouchement de même que celle des
cellules nwoépithéliales des glandes mammaires, causant ainsi l’éjection du lait maternel
(5).
9Synthétisés par des types cellulaires différents. I’ADH et l’ocvtocine sont issues
de prohormones qui contiennent le peptide hormonal de même qu’un peptide de liaison
spécifique pour l’hormone. Ce peptide associé. appelé neurophysine, joue un rôle de
transporteur. En effet, il accompagne l’hormone dans les vésicules de sécrétion jusqu’aux
terminaisons axonales du lobe postérieur. À ce niveau, une maturation finale produit le
nonapeptide mature et sa neurophysine associée. Lorsque les neurones hvpothalarniques
produisent des potentiels d’action, ces peptides jusqu’à présent emmagasinés dans le lobe
postérieur, seront co-sécrétés en quantité éqLtirnolaire par exocytose dans le liquide
interstitiel, à proximité d’un lit capillaire pour être ensuite distribués dans l’organisme
(1).
1.5 Développement et différenciation hypophysaire
Pendant le développement de l’hypophyse des mammifères. plusieurs types
cellulaires distincts émergent depuis un précurseur commun. L’apparition de types
cellulaires spécifiques survient en réponse à des gradients de signalisation qui s’opposent
l’un à l’autre et qui sont eux-mêmes d’origines distinctes. Ces signaux vont induire
l’expression de régulateurs transcriptionnels qui permettront de façon synergique une
régulation spatio-temporelle de la prolifération et de l’induction de différents types
cellulaires. En ce qui concerne POMC. plusieurs facteurs régulant sa transcription sont
présents tôt au cours du développement et certains d’entre eux sont aussi impliqués dans
le développement de l’hypophyse. Je vais donc poursuivre avec une revue des
mécanismes régulateurs, des molécules de signalisation et des facteurs de transcription
impliqués dans le développement précoce hypophysaire murin. Leur rôle dans
l’ontogénie corticotrope sera davantage considéré.
1.5.1 Orïgine embryonnaire de l’hypophyse
L’hypophyse est initialement dérivée d’une région contigu à la crête neurale
antérieure se situant dans la portion la plus antérieure de la ligne médiane de l’embryon
(9-l I). La crête neurale antérieure est déplacée ventralement pour former l’épithélium
oral qui donnera les structures du haut de l’intérieur de la bouche. L’hypophyse se
développe ensuite à partir d’une région de l’ectoderme oral, ou stomodeum, qui est en
contact avec le neuroectoderme destiné à devenir le diencéphale ventral (1 2- 14).
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L’ectoderme oral et le diencéphale ventral se séparent l’un de Vautre sur toute la surface
ventrale du cerveau en développement, excepté au niveau du primordium hypophysaire
où un contact est maintenu entre les deux tissus. À ce point d’ancrage, l’hypophyse
rudimentaire, appelée poche de Rathke, prend l’apparence d’une invagination vers le
dixième jour du développement (EÏ0) (2). Parallèlement à l’invagination de l’ectoderme
oral. une portion du diencéphale ventral (l’inftmdibulum) faisant un contact direct avec la
partie dorsale de la poche de Rathke prend l’apparence d’une évagination. Cette ébauche
d’origine neuroectodermale formera plus tard la neurohypophyse (2).
1.5.2 Ontogénie des types cellulaires hypophysaires
Bien que l’a-GSU soit détectable au jour F11 .5 du développement, les
corticotropes sont les premières cellules endocrines de l’hypophyse à atteindre la
différenciation terminale. L’ARNrn de POMC apparaît dans ces cellules (ACTH) au jour
E 12.5 dans le lobe antérieur de l’hypophyse murine et vers E14.5 dans les mélanotropes
(a-MSH) du lobe intermédiaire. La TSHI3 est retrouvée au sein d’une population de
thyréotropes transitoires dès E12.5 (15). Par contre, ces cellules disparaissent après la
naissance. Dans le lobe antérieur. l’ARNm de la TSI-l-f3 est cependant détecté dans les
thyréotropes matures à partir de E14.5. suivi par l’expression de l’ARNm de la GH et de
la PRL dans les somatolactotropes à partil’ de E 16.5. Finalement, les transcrits de la LHf3
et de la FSHf3 apparaissent à E16.5 et E17.5 respectivement (16) (figure 1.3).
1.5.3 Facteurs régulant le développement hypophysaire
Le développement hypophysaire est contrôlé par une combinaison séquentielle de
signaux exogènes et endogènes. L’atténuation subséquente de signaux spécifiques permet
ensuite la différenciation teniiinale. Ces signaux sont composés de molécules de
signalisation, appelées morphogènes. qui régissent la détermination positionnelle ainsi
que la prolifération cellulaire. À travers leurs gradients d’expression, ils régulent
l’apparition de facteurs de transcription spécifiques qui contrôleront la différenciation.
Dans les prochains paragraphes, je décrirai donc les principaux morphogènes et facteurs
qui influencent le développement hypophysaire (figure 1.4).
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Figure 1.3: Modèle de développement et de différenciation des différents types
cellulaires hypophysaires. Les étapes du développement hypophysaire att haut de la
figure coïncident avec l’ordre chronologique temporel d’apparition des marqueurs
de différenciation terminale hypophysaires. Les hormones sécrétées par chacun des
types cellulaires sont représentées.
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Figure 1.4: Représentation schématique du développement de l’hypophyse.
Les morphogènes. molécules de signalisation (extrinsèques et intrinsèques) et
facteurs de transcription impliqués dans le développement hypophysaire sont
représentés dans leur ordre chronologique d’apparition. Le code couleur indique le
lieu d’expression pour chacun. Les flèches de chaque côté de la glande en
développement (à El 1) indiquent la présence de gradients d’expression pour les
différents facteurs impliqués.
* NeuroDi est exprimé dans les corticotropes, tandis que Tpit est exprimé au sein
des deux types cellulaires exprimant la POMC; les mélanotropes (lobe
intermédiaire) et les corticotropes (lobe antérieur).
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1.53.1 Molécules de signalisation
Signaux extrinsèques: Les signaux extrinsèques se retrouvent sous plusieurs
lbnnes de morphogènes sécrétées et agissent entre autre par l’intermédiaire de récepteurs
transmembranaires. Les cascades de signalisation subséquentes généreront des
environnements locaux qui permettront la détermination positionnelle des types
cellulaires progéniteurs et orchestrera la morphologie des organes par l’induction
d’évènements prolifératif ou apoptotique spécifiques (2). La phase initiale de
signalisation extrinsèque du développement hypophysaire mutin requiert des signaux
émanant du diencéphale ventral et de l’ectoderme oral. Le principal signal connu
provenant de l’ectoderme oral est Sonic hedgehog (Shh) (17). D’un autre côté. les
signaux provenant du diencéphale ventral comprennent les BMPs (Bone Morphogenetic
Protein), les FGFs (Fibroblast Growth Factor), et les membres de la famille Wnt
L’apparition de ces facteurs cotncide avec le développement initial de la poche de
Rathke. Leur expression s’atténue différentiellement au fur et à mesure que les lignées
cellulaires émergent (l5;17;18). Des expériences de recombinaison tissulaires ont
d’ailleurs démontré que le neuroectodenne est une source de signaux inductitb pour la
prolifération et l’expansion du primordium hypophysaire (19). suggérant donc que
l’infundibulum agit comme un centre d’organisation. Cette observation est venue de
l’analyse de souris ayant subis l’ablation du gène codant pour la protéine à
homéodomaine T/ebp (Nkx2.1) qui est exprimée entre autre dans le diencéphale ventral,
mais exclue de la poche de Rathke. Chez ces souris, des régions ventrales du cerveau,
dont l’inflmdibulum. sont manquantes. De pair avec le rôle critique de l’inflmdibulum
dans l’organogenèse de l’hypophyse. les trois lobes de la glande sont absents dans la
souris délétée du gène Tlebp (18).
Sonic hedgehog (Shh) est exprimé au sein de plusieurs centres d’organisation au
cours de l’embryogenèse, où il exerce des rôles morphologiques cruciaux (20). Shh est
l’homologue vertébré de Hedgehog (Hh). une protéine de sécrétion jouant un rôle
important dans la définition des frontières entre les compartiments antérieur et postérieur
du disque imaginaI (21) chez la Drosophile. Pendant le développement précoce
hypophysaire, Shh est exprimé dans l’ensemble de l’ectoderme oral à partir de Et mais il
est exclu de la poche de Rathke en invagination (6),
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Le rôle de la signalisation Shh fut testée par l’expression ectopique d’un
antagoniste de la signalisation Hedgehog, Hip (Hedgehog interacting protein), en utilisant
les éléments régulateurs de Pitxl spécifiques pour l’ectoderme oral et la poche de Rathke
(22). Un arrêt du développement hypophysaire suite à la formation de la poche
rudimentaire fut observé (22). Ainsi, Shh est requis pour la prolifération de l’hypophyse
après ElO (6). POMC. normalement détectable dans l’hypophyse à E 12.5 (23), est absent
des glandes transgéniques F13 FitxÏ-Hip. En accord avec le phénotype obtenu chez les
embryons Shlï - (22), ces résultats sctggèrent un rôle pour Shh dans l’initiation du
développement de la poche de Rathke et conséquemment. dans la différenciation des
corticotropes. H est cependant douteux que la différenciation corticotrope soit
directement induite par Shh. puisque des hypophyses transgéniques n-GSU-Shh ne
montrent aucune augmentation du nombre de corticotropes (22).
L’importance de la signalisation Hedgehog dans la spécialisation des types
cellulaires hypophysaires est venue d’études génétiques chez le poisson zèbre. Le mutant
yen—100 tyot), fut originairement caractérisé par des défauts du chiasma optique et du
développement des somites (2). Plus récemment. des défauts de développement
hypophysaire furent observés chez ce mutant (22). Cependant. le clonage positionnel du
locus vol identifia le gène défectueux comme étant Fhomologue chez le poisson zèbre de
la protéine à doigts de zinc Gli2 mammifère (24). Les facteurs de transcription de la
famille Gli sont reconnus comme étant des médiateurs en aval de la signalisation
Hedgehog (25). Dans ces mutants yol. les domaines d’expression rostraux (analogues aux
domaines ventraux chez la souris) de facteurs de transcription spécifiques de l’hypophyse
comme 11m3 (Lhx3), six3 et nk2.2 (Nkv2.2) sont perdus (2:22). Par ailleurs, Shh est
requis, en agissant de concert avec les FGFs (15), pour soutenir l’expression ventrale de
Lhx3 (22:26:27). Réciproquement. la surexpression de Shh entraîne l’hyperprolifération
des types cellulaires ventraux gonadotropes et thyréotropes (22). De plus, connaissant les
rôles séquentiels et coopératifs que les BMPs et les Hedgehogs exercent dans le
développement des membres et du tube neural (28;29). où Shh indciit l’expression des
BMPs. Shh pourrait agir en cascade avec le signal intrinsèque BMP2 (qui sera décrit en
détail plus loin) dans la détermination des lignées cellulaires hypophysaires ventrales.
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Les BIVIPs ont été montré comme ayant des rôles critiques dans la morphologie et
la spécification de types cellulaires de plusieurs espèces (30). Plus particulièrement, le
rôle de BMP-4 dans la signalisation contrôlant l’organogenèse de l’hypophyse a été
investigué in vivo par I’ expression spécifique de Noggin, un antagoniste des BMP-2 et -4,
en souris transgéniques. Sous le contrôle de la séquence promotrice du gène Fiix, Noggin
fut exprimé spécifiquement dans la poche de Rathke et l’ectoderme oral. Ces souris
transgéniques montrèrent un arrêt du développement hypophysaire suite à l’apparition de
la poche rudimentaire. c’est-à-dire aux alentours de ElO. de même quune absence
complète de tous les types cellulaires endocriniens qui la composent en temps normal
(1 7). De plus. le rôle des BMPs dans le développement précoce hypophysaire a aussi été
vérifié chez des animaux avant subis l’ablation du gène BMP-1. Le phénotype résultant
fut un manque complet de formation de la poche rudimentaire avec un diencéphale
ventral apparemment intact (3 1). La signalisation BMP-4 apparaît donc comme étant
requise pour la phase initiale d’induction de la formation de l’hypophyse. Cependant. la
pertinence de la signalisation 3MP-4 précoce sur les cellules corticotropes
embryonnaires en voie de spécification n’est pas claire. En effèt, l’expression d’ACTH
(issu de la maturation de POMC) fut diminuée dans des explants de poches de Rathke
(E9.5) cultivés ex vivo en présence de billes enrobées de BMPs (15). Par contre. la
différenciation des corticotropes n’apparaît pas affectée au sein d’embryons
transgéniques exprimant Noggin sous contrôle du promoteul’ Pitx 1 (1 7). Ainsi, les effets
de BMP-4 sur la différenciation corticotrope pourraient dépendre des niveaux et/ou du
moment d’expression de BMP-4 (16).
En plus de BMP-4, plusieurs membres de la famille des fGfs sont exprimés dans
l’inftindibulum et ont été démontrés comme ayant des rôles critiques au niveau de la
morphologie et de la détermination positionnelle des lignées cellulaires hypophysaires.
Suite à l’induction de BMP-4, fGF-8 et FGF-lO sont exprimés tout act long du
développement hypophysaire. de façon spatio-temporelle semblable. à l’intérieur de
l’infundibulum (2). Le rôle de FGF-8 fut évalué in vitro par la co-culture d’explants de
même qu’in vivo par transgenèse et production d’animaux ayant subis l’ablation génique.
Dans tes essais de culture de poche de Rathke en présence de diencéphale ventral,
l’infundibulctm fut montré comme étant requis et suffisant pour l’induction de
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l’expression du gêne Lhx3P-Li,n. Ce gène code pour une protéine à homéodomaine LIM
qui est critique pour la progression du développement hypophysaire au-delà de
l’invagination ainsi que pour la détermination de la plupart des types cellulaires de
Fhvpophvse (32). De plus. en absence de Finfundibulum. l’expression de Lhx3 à
Fintérieur de la poche peut être induite lorsque celle-ci est co-cultivée avec des billes
enrobées de FGf-$ ou de f0F-2 (15). suggérant ainsi que les fGfs miment l’habilité que
possède Finfundibulum à maintenir l’expression du gène LI?x3. Comme l’inftmdibulum
n’exprime pas f0f-2 (15), son activité de signalisation passe probablement par FGf-$.
En ce qui concerne l’expression de POMC. Edlund et ses collègues ont montré que
l’expression d’ACTH était diminuée à l’intérieur d’explants de poche de Rathke mis en
présence d’infundibulum ou de billes enduites de f0F-2 (15). Ce résultat contradictoire
par rapport à l’activité de FGF-2 sur les corticotropes suggère donc que la spécification
de ce type cellulaire pourrait être régctlée négativement à certains niveaux par ta
signalisation FGF. Cependant. des souris transgéniques surexprimant FGF-8
ventralement montrent une hyperplasie des corticotropes et des mélanotropes (17).
Le rôle de la signalisation dorsale des FOFs a aussi été étudié in vivo par la
prodciction d’animaux transgéniques. Sous le contrôle des séquences promotrices du gène
de l’u-GSU, FGF-8 a été exprimé de façon erronée dans les régions ventrales de
l’hypophyse. Ces animaux montrèrent une absence des types cellulaires ventraux et
intermédiaires, ce qui est consistant avec le rôle des FGFs dans la détermination
positionnelle des lignées celÏcLlaires hypophysaires dorsales (17). Le phénotype obtenu
fut associé à une expansion de la population cellulaire de l’ectoderme de la poche. une
caractéristique similaire aux poches de Rathke anormales observées chez les souris
naines Ames qui présentent une mutation spontanée du gêne Prop-l (33;34). Ce dernier
(décrit en détail plus loin) est requis pour la progression ventrale des types cellulaires de
l’hypophyse antérieure. La signalisation fGF contribue donc aussi à la prolifération des
cellules progénitrices hypophysaires.
L’analyse de souris ayant subis l’ablation du gêne codant pour le récepteur de
type 2 aux FGf s a permis d’apporter des évidences expérimentales supplémentaires
concernant le i’ôle essentiel que joue la signalisation des FGFs dans le développement de
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l’hypophyse (27). En effet, le récepteur FGFR2(Illb), une isoforme provenant de
l’épissage différentiel de l’ARN (2) qui est exprimée dans la poche de Rathke (31), fut
suggéré comme étant capable de rendre l’ectoderme oral compétent à répondre aLix
signaux fGfs émanant du diencéphale ventral (16). FGF-10, un ligand pour ce récepteur.
est exprimé dans le neuroectoderme à partir de E14 (35). L’ablation du gène codant pour
FGF-Ï0 ou pour FGFR2(IIIb) résulte en un arrêt du développement de l’hypophyse après
la formation de la poche rudimentaire (27:36). Globalement, il semble que FGF1O et
FGF8 jouent des rôles critiques dans la morphologie précoce ainsi que dans les
évènements prolifératifs de l’organogenèse hypophysaire.
Signcmx intrinsèques: En plus des signaux dorsaux émanant de l’infundibulum
(BMP4, FGf8/10), la morphologie de la poche de Rathke au-delà de ElO est gouvernée
par des signaux ventraux issus dit mésenchyme. de même que par l’activité de signaux
intrinsèques, incluant BMP2 et Wnt4 exprimés dans la poche en développement (2:6).
Ceux-ci contribuent à l’établissement de l’identité positionnelle des types cellulaires
hypophysaires ventraux (2). BMP2 est initialement détecté dans la partie la plus ventrale
de la glande E9.5 en invagination. à la fi’ontière ventrale entre la poche de Rathke et
l’expression de Shh au sein de l’ectoderme oral (17). Plus tard, vers E 12.5. l’expression
de BMP2 se répand dans l’ensemble de la poche (15; 17). Issu du mésenchvme caudal, le
sianal Chorclin, un antagoniste des BMP2/4, permet potentiellement de maintenir un
gradient d’expression ventrodorsal pour BMP2 (17).
Le rôle de la signalisation BMP2 a été étudié in vivo par la sctrexpression ventrale
de BMP2/4 sous le contrôle de l’information régulatrice de l’u-GSU. Dans ce cas, une
expansion dorsale des domaines d’expression de GATA-2, 1sf-] et 11[çx-], des marqueurs
de lignées cellulaires ventrales, fut observée (17). De façon similaire, la culture de poches
de Rathke en présence de BMP2 est suffisante pour induire l’expression de 1sf-] et de
l’c-GSU (15). Ceci suggère que la signalisation BMP2 permet la spécification des
cellules progénitrices qui vont donner naissance plus tard aux lignées cellulaires
hypophysaires ventrales (2).
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Même si les gradients dorsoventral des FGF8/l0 et ventrodorsal de BMP2
semblent associés avec la détermination positionnelle de types cellulaires hypophysaires
spécifiques, l’atténuation de la signalisation BMP est cependant requise pour la
différenciation terminale de ces cellules (17).
1.5.3.2 Facteurs de transcription
Les gradients de signalisation transitoires permettent l’induction de l’expression
spatio-temporelle de plusieurs facteurs de transcription spécifiques qui gouverneront
ensuite la destinée cellulaire. La partie qui suit décrit les principales classes de facteurs
impliqués.
Plusieurs membres de la famille de protéines à homéodomaine LIM sont exprimés
dans la poche de Rathke. Nous y retrouvons Lhx3. Lhx1 et Ls/-1. L’expression du gène
Lhx3 coïncide avec la formation de la poche de Rathle à E9.5 (3738). Dans les souris
mutantes pour ce gène. le développement de Fhypophvse s’arrête suite à la formation de
la poche rudimentaire. De plus, on dénote l’absence de presque tous les types cellulaires
hypophysaires, sauf pour quelques corticotropes restantes (32). Le facteur Lhx4 joue un
rôle redondant avec Lhx3. puisque les souris LÏixT
- montrent des défauts sévères de
développement hypophysaire seulement dans le contexte des mutants hétérozygotes LhxJ
(26).
Par rapport à l’expression de Lhx3 et Lhx1 à l’intérieur de la poche de Rathke. LsÏ
J est initialement exprimé dans la poche. mais devient restreint aux populations
cellulaires ventrales à partir de El 0.5 (17). Induit in vivo et in vitro par les BMPs (15). le
domaine d’expression ventral de Ls1-1 corrèle avec la diminution du signal BMP4
émanant de l’infundibulurn et l’apparition du signal BMP2 dans la poche. Dans les
souris mutantes isÏ-1 (39). l’invagination de la poche de Rathke survient normalement.
mais les cellules épithéliales qui la composent ne prolifèrent plus (31).
La prolifération des cellules de la poche de Rathke requiert aussi l’activité de
facteurs à homéodomaine de type Paired. Cette famille comprend entre autre Prop-1
(« Prophet of Pit— I »). qui cst exprimé dans la poche à partir du dixième jour du
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développement pour finalement ne plus être détecté aux alentours de E16. au moment où
apparaissent les marqueurs de différenciation terminale hypophysaire (2). Prop-1 a été
identifié par clonage positionnel comme étant le gène responsable «une forme de
nanisme lié à un défaut hypophysaire chez les souris Ames (33). L’étude de ces souris
mutantes a révélé que Prop-1 est essentiel pour l’apparition des trois types cellulaires de
l’hypophyse dépendantes du facteur Pit-I (décrit plus loin), soit les somatotropes. les
lactotropes et les thyréotropes (3334). En plus de son rôle dans la détermination des
lignées Piti dépendantes. Prop-l semble aussi requis pour l’établissement ou le maintien
de deux autres types cellulaires hypophysaires, les gonadotropes et les coilicotropes
(figure 1.5). En effet. les patients qui combinent une déficience hormonale hypophysaire
avec des mutations du gêne PROF] humain, présentent un déficit gonadotrope (40-42) et
même corticotrope dans 50% des cas (43M). Ceci suggère que Prop-l est nécessaire à
l’apparition et à l’expansion de tous les types cellulaires de l’hypophyse antérieure.
incluant les gonadotropes et les corticotropes.
Un autre facteur à homéodomaine de type Paired. Rpx/Hesxl. est exprimé dans
l’hypophyse. Ce facteur appartient à une famille de protéines à homéodomaine qui
contient en N—terminal un domaine de répression « eh—1 ». originairement découvert chez
la Drosophile (45). L’inactivation du gène Rpx entraîne une morphogenêse aberrante de
l’hypophyse (46). De plus, l’expression de ce dernier débute très tôt, vers E6.5, dans la
plaque neurale antérieure pour être ensuite restreint à l’ectoderme oral et à la poche de
Rathke jusqu’au jour E 13.5 (47). L’atténuation de l’expression de Rpx coïncide avec
l’apparition des marqueurs de différenciation terminale des types cellulaires de
l’hypophyse antérieure (33;47), suggérant donc que la diminution de l’expression de Rpx
est nécessaire pour la progression du développement de J’adénohypophyse. En effet. Rpx
est un répresseur transcriptionnel qui peut hétérodimériser avec Prop-1 et recruter le
corépresseur ILE. inhibant ainsi l’activité de Prop-1 (45;4$). Rpx agit donc comme un
antagoniste des fonctions de Prop-1 i17 vivo, ce qui permet l’apparition des lignées
dépendantes de Pit-1 vers E13.5 (33:34;45) (figure 1.5). D’ailleurs, un cas d’antagonisme
semblable basé sur l’hétérodirnérisation entre deux homéodomaines de type Paired fut
démontré chez le Xénope (49). En effet. au cours du développement du Xénope. Mixi
permet de bloquer la duplication de l’axe indciite par la protéine siamois, une protéine à
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Figure 1.5: Rôle de Prop-1 et de Pit-1 au cours du développement hypophysaire
murin. Basé sur l’analyse moléculaire des souris mutantes Ames, la protéine à
homéodomaine Prop-1 a été démontrée comme étant requise pour la progression
ventrale des types cellulaires de l’hypophyse antérieure et pour l’extinction de
l’expression de Rpx entre les jours E12 et E13. Cette extinction permet l’apparition
des lignées dépendantes du facteur à homéodomaine POU. Pit-1, soit les
somatotropes (S), les lactotropes (L) et les thyréotropes (T). Des mutations du gêne
PROF] ati sein de multiples allèles humaines ont révélé que Prop-1 est requis aussi
pour la génération de deux autres lignées non dépendantes de Pit-1, les gonadotropes
et les corticotropes.
Adapté de Gage, P. J. et al. ‘The ames dwarf gene, df, is required early in pituitary
ontogeny for the extinction of rpx transcription and initiation of lineage- specific ceil
proliferation.” MoÏeeuÏur EI?docrinoIogy 10.12 (1996): 1570-81.
L
Prop-1
r
Lignée gonadotrope
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homéodomaine. Les conséquences fonctionnelles de l’interaction entre Prop-l et Rpx
peuvent donc définir la prolifération spatio-temporelle permettant le passage de la poche
de Rathke à Fadénohypophyse.
Impliqué dans la détermination ventrale et dorsale. la protéine à hornéodomaine
de type Paired, Pax6. est exprimée dans le lobe antérieur selon un gradient dorso-ventral
(6). Les souris Pax6 montrent une augmentation du nombre de thyréotropes et
gonadotropes, au dépend des lignées plus dorsales somatotropes et lactotropes (50;5 I).
Appartenant à une large famille de facteurs de transcription contenant un domaine
POU, Pit-l fut originairement identifié par l’analyse des protéines régulant la
transcription des gènes de l’hormone de croissance et de la prolactine (52;53) (figure
Ï .6a). L’analyse génétique des souris dwarf de Snell et Jackson a montré que Pit- 1 est
requis pour I ‘apparition des lignées hypophysaii-es somatotropes, lactotropes et
thyréotropes (54;55). Pit-1. en collaboration avec d’autres facteurs et/ou cofacteurs. est
directement impliqué dans la régulation transcriptionnelle des marqueurs hormonaux de
différenciation terminale de ces types cellulaires. En plus d’interagir en coopération avec
des récepteurs nucléaires et des facteurs de transcription. Pit-1 peut s’associer. à un
second niveau, avec différents coactivateurs ou corépresseurs en réponse aux signaux
hypothalamiques. En effet, selon la cascade de signalisation activée, Pit-l peut interagir
directement ou indirectement avec différents complexes transcriptionnels corégulateurs.
Afin de permettre l’activation de la transcription, ces complexes incluent des histones
acétyltransférases (RAT) dont la protéine de liaison à CRE3 (CBP) et le coactivateur
p/CAF (5657). Inversement, L’association peut s’effectuer avec des corépresseurs
comme N-CoR et les histones déacétylases (HDAC) pour réprimer ta transcription (56).
L’activité de Pit-J en réponse à dillérents signaux peut donc être régulée par la
modulation de ses interactions avec des composantes de la machinerie transcriptionnelle.
us particulièrement au niveau des somatotropes. plusieurs groupes ont démontré
qu’il existait une coopérativité entre Pit-l, le récepteur nucléaire de l’acide rétinoïque
(RAR) et de l’hormone thyroïdieime (TR) dans le contrôle de l’expression du gène de
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Figure 1.6: Modèle de différenciation des lignées somatotropes, lactotropes,
gonadotropes et thyréotropes. (a) Modèle d’action de Pit-1 dans la génération des
lignées somatotropes et lactotropes. Le facteur de transcription Pit-l est exprimé et
requis pour la différenciation des somatotropes et des lactotropes. (b) Modèle d’action
de GATA-2 dans la génération de la lignée gonadotrope. GATA-2 agit en
combinaison avec d’autres facteurs, tel que SF-1, pour permettre la différenciation
gonadotrope. (c) Modèle d’action de GATA-2 et de Pit-l dans la génération des
lignées thyréotropes et gonadotropes. Dans les thyréotropes, Pit- 1 exerce une
transrépression indépendante de la liaison à l’ADN au niveau des promoteurs
dépendant de l’activité de GATA-2, inhibant ainsi la différenciation en gonadotropes.
Inversement, GATA-2 et Pit-1 agissent en synergie pour activer la transcription de
TSHf3.
Adapté de K.M. Scully & M.G. Rosenfeld, Science. 295, 2231 (2002).
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l’hormone de croissance (GH) (5$;59). En effet. une séquence de 320 ph du promoteur
proximal du gène de la GH contenant des sites de liaison pour Pit-l et pour des
récepteurs nucléaires, est suffisante pour initier l’expression de GH dans les somatotropes
in vivo (60).
D’un autre côté. la transcription du gène de la prolactine (Pri) est contrôlée par
une série «éléments situés sur le promoteur proximal et distal. Chacun de ceux-ci
contient plusieurs sites de liaison pour Pit-1 qui sont nécessaires et sufilsants pour diriger
l’expression spécifique dans les lactotropes in vivo (61). Comme pour les somatotropes,
Pit-1 interagit avec différents partenaires afin de permettre la transcription de PcI. En
effet, il fut démontré que le récepteur nucléaire aux oestrogènes (ER) pouvait activer
l’expression du gène de la prolactine en synergie avec Pit-l sur un site enhancer distal
(62). D’ailleurs, les souris ayant subi l’ablation génique de l’isoforme u du gène E!?.
montrent une diminution marquée de l’expression du gène Pci ainsi que du nombre de
cellules lactotropes (63). D’autres facteurs peuvent réguler l’activité de ce gène en
coopération avec Pit-1 sur des éléments proximaux. En effet, cette régulation implique
deux facteurs contenant des domaines ETS : Ets-l et ERf. Un rôle spécifique pour Ets-l
dans l’hypophyse a été initialement identiJé par la caractérisation d’un site de liaison
pour Pit-l/Ets-l sur le gène PcI qui confère une synergie entre ces protéines (64:65) et
qui est régulé par l’activité des voies MAPK (64:66). Cette synergie entre Ets-1 et Pit-l
peut d’ailleurs ètre inhibée pal’ ERF. un facteur répresseur pour les Ets (67). Les
interactions entre Ets— I, ERf et Pit— I peuvent donc fournir un mécanisme moléculaire
pour expliquer les effets inhibiteurs de la dopamine sur l’expression du gène de la
prolactine. Une troisième classe de facteur qui a été impliquée dans le contrôle de la
transcription du gène Pci est la classe de gènes Piix, qui peut aussi agir en synergie avec
Pit-l (6$-70).
GATA-2 est une protéine à motif de doigts de zinc induite ventralement par le
gradient ventro-dorsal du signal BMP2 (1 7;7 1). Originairement identifié comme un
facteur impliqué dans le développement du système hématopoïétique, GATA-2 semble
être une composante importante du programme de développement des gonadotropes et
des thvréotropes. Dans les gonadotropes. il a&it en combinaison avec d’autres hicteurs
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comme 5F-l, Egr-l et Pitxl (71-75) (figure l.6b). À ses pins hauts niveaux d’expression
dans les gonadotropes, GATA-2 semble inhiber l’activation du gène Pli-I (71).
Cependant, dans les thyréotropes. où les niveaux d’expression de GÂTA-2 sont plus
faibles, les gènes spécifiques de la différenciation en gonadotropes sont inhibés pat’ Pit-l
(figure 1.6e). En effet, cette inhibition est possible, en patie, puisque Pit-1, exprimé à des
niveaux élevés dans les thyréotropes. peut inhiber la liaison de GÂTA-2 à ces promoteurs
cibles ne contenant pas de site Pit-l adjacent. Dans ce cas. l’action de Pit-l sur GATA-2
est indépendante de la liaison à l’ADN et reflète donc une interaction directe entre ces
deux protéines (71). Inversement, Pit-l et GÂTA-2 agissent en synergie sur des gènes
spécifiques contenant des sites de liaison adjacents pour chacun de ces deux facteurs,
comme c’est le cas au niveau du promotecir TSH-J3 (71 ;76) (figure 1.6e).
Comme mentionné un peu plus haut. la différenciation gonadotrope dépend de
l’action de GÂTA-2 en combinaison avec d’autres facteitrs. Un de cectx-ci, SE-Ï, fut
montré comme ayant un rôle important au niveau des axes hypothalamo-hypophyso—
gonadien et —surrénalien (77). SF-1 (aussi désigné NR5AÏ) est un récepteur nucléaire
orphelin exprimé dans l’hypothalamus, l’hypophyse. les gonades et les surrénales. Dans
l’hypophyse. son expression débute vers E13.5 et est restreinte aux gonadotropes (7$).
Des études réalisées ait sein dit laboratoire ont permis de démontrer que les cellules
hypophysaires se différenciaient à partit’ d’un précurseur commun et que 5F-l (avec
GÂTA-2) favorisait l’établissement de la lignée gonadotrope (79). Sf-1 possède
plusieurs rôles, tel que mis en évidence par l’analyse des souris invalidées pour ce
dernier. Ces souris ont des organes génitaux femelles, indépendamment du sexe
génétique. ne possèdent pas de glande surrénale ni de gonade et par conséquent. meurent
dans la première semaine après la naissance d’insuffisance surrénalienne (80). Au niveau
de l’hypophyse. les cellules gonadotropes des souris SE-l - montrent une expression
altérée pour de nombreux gènes qui régulent la reproduction, incluant les gènes de la LH
f3. de la fSH-f3. de l’Œ-GSU et du récepteul’ de la GnRH (GnRHr) (72). De plus, le
phénotvpe de ces souris est associé à une ablation du noyau ventro-médiat de
Fhypothalamus (VMH). une région de l’hypothalamus liée à la régulation de l’appétit
ainsi qu’au comportement sexuelle femelle (8 1:82).
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Finalement. la différenciation terminale des corticotropes et des mélanotropes
nécessite l’activité de Tpit. un facteur à boîte T (79;$3). Ce facteur de transcription est un
partenaire obligatoire des protéines â homéodomaines Pitxl et 2 pour Fexpression de
POMC dans les corticotropes (16). De plus, le facteur de transcription de type bHLH.
NeuroDl, exprimé préférentiellement dans les cellules corticotropes. mais absent des
cellules mélanotropes. contribue aussi à la transcription histo-spécifique du gène POMC
en synergie avec Pitx I (S485). Le rôle de chacun de ces facteurs sera décrit en détail
plus loin.
1.6 Découverte de la pro-opiomélanocortine
La pro-opiomélanocortine. POMC. est le polypeptide précurseur de l’ACTH.
Initialement découverte dans les cellules corticotropes du lobe antérieur de l’hypophyse.
la POMC fut par la suite décrite comme ayant d’autres aspects physiologiques. L’ère des
précurseurs polypepticliques hormonaux a débuté vers la fin des années 1960 avec la
découverte et la caractérisation de la pro-insuline par Steiner ($6). Au même moment. Li
et Chrétien ($7) démontrèrent que les lipotrophines (f3— et y—CPI—I) étaient les Précurseurs
de Fhormone f3-MSH (f3-melanocvte-stimulating homone). D’un autre côté. les travaux
de Yalow & Berson ont amené l’idée que l’ACTH pouvait aussi être issu dun précurseur
(8$). En effet. à partir «extraits de thymocvtes tumoraux associés à un cas de sécrétion
ectopique d’ACTH. ils montrèrent que ce peptide était présent dans une forme de haut
poids moléculaire immunoréactive. La recherche d’un précurseur pour l’ACTH fut donc
lancée. Les principaux progrès sont venus d’études de marquage métabolique et de pulse-
chasse utilisant la lignée cellulaire AtT—2t). dérivée d’une tumeur hypophysaire. Ceux-ci
montrèrent que des acides aminés marqués. incorporés act sein du précurseur ACTH de
haut poids moléculaire. pouvaient être immunoprécipités par un anticorps contre
l’ACTH. mais aussi contre la f3-LPH et la 3-endorphine (89). Finalement, le groupe de
Numa a obtenu l’ADNc du précurseur de l’ACTH. cloné à partir d’ARNm codant (90).
La séquence révéla ensuite les liens moléculaires unissant l’ACTI--I. les LPHs et la f3-
endorphine.
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1.6.1 Le gène POMC et son expression dans différents tissus
Chez l’humain, le gène de la POMC est présent en une seule copie par génome
haploTde. Situé sur le chromosome 2p23, il comprend 7665 paires de bases (pb) et
consiste en trois exons ainsi que deux introns (3). L’exon 1 de 87 pb ne contient
seulement que des séquences non traduites. L’exon 2(152 pb) code pour le peptide signal
et pour les premiers acides aminés de la partie N-terminale de POMC (NT). Finalement
l’exon 3 contient 833 pb et code pour la majorité de l’ARNm traduite, c’est-à-dire la
partie C-tenninale du NT, le peptide JP frjoining peptide»). l’ACTH et la f3-LPH (91;92)
(figure 1.7). Le NT inclus deux ponts disulfires intramoléculaires. stabilisant ainsi une
structure en boucle composée d’acides aminés amphipathiques. Ce motif
confonnationnel semble jouer un rôle de signal moléculaire penneuant le passage de
POMC dans la voie de sécrétion régulée (93).
Dans les corticotropes, l’ARNm mature de POMC comprend 1072 nucléotides
(nt) et est généré suite à l’épissage du transcrit primaire et à l’ajout de la queue poly A
d’environ 200 nt (3). Les 801 nucléotides de la région codante sont traduits en préPOMC
qui débute avec un peptide signal de 26 acides aminés nécessaire pour la nnslocation de
la protéine naissante à travers la membrane du réticulum endoplasmique rugueux (RER)
(94). Le peptide signal est rapidement clivé afin de permette à la protéine de s’engager
dans la voie de sécrétion. À ce moment. les 241 acides aminés constituant la molécule de
POMC codent pour les peptides NT, W, ACTH et f3-LPH (3). La POMC est alors prête à
subir la maturation.
L’ARNm de POMC a été retrouvé par différents groupes au sein de plusieurs
tissus non hypophysaires. Dans la plupart de ces tissus, tels que les glandes surrénales. le
thymus et les testicules, l’expression du gène POMC est quantitativement et
qualitativement différente par rapport à celle dans l’hypophyse. Effectivement, la
concentration en messagers de POMC s’y trouvant est extrêmement basse et ceux-ci sont
généralement courts et tronqués. Ces transcrits résultent d’une initiation hétérogène de la
transcription à l’extrémité 5’ de l’exon 3 (95-97). fis sont donc non functionnels et ne
peuvent pas être traduit efficacement D’un autre côtL l’ARNm de POMC fut également
retrouvé au sein d’une population bien définie de neurones situés dans lc noyau arqué de
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Figure 1.7: Structure, maturation et expression du gène POMC. Adapté de M. L.
Raffin-Sanson & Bertagna, Europecin Journal ofEndocriniÏogv. 149, 79-90 (2003).
Légende:
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l’hypothalamus (98-100). Les produits de maturation de POMC retrouvés à cet endroit
sont similaires à ceux présents dans les mélanotropes (101). Les peptides produits
joueront ensuite différentes fonctions cérébrales (102;103). L’expression du gène POMC
de même que la production de peptides MSI-I a aussi été démontrée dans les
kératinocytes. les mélanocytes ainsi que les cellules endothéliales microvasculaires du
derme. Ainsi, la possibilité d’un rôle auto/paracrine influençant la pigmentation de la
peau fut soulevée. De plus. le niveau d’expression du transcrit de 1072 nt se trouvant
daiis ces types cellulaires est augmenté sctite à une radiation aux ultraviolets (UV) (104-
106).
1.6.2 Maturation de POMC
Une fois que la POMC’ a atteint la lumière du RER. elle suit le trafic
intracellulaire des protéines sécrétées vers l’appareil de golgi et ultimernent dans les
granules de sécrétion. où les produits de maturation sont emmagasinés avant d’être
sécrétés pal- exocytose. Pendant le transport. la molécule de POMC subit une série de
clivages protéolytiques et de transformations chimiques qui permettent la maturation du
précurseur en une variété de peptides biologiquement actifs.
Le précurseur POMC contient huit paires et un quadruplet d’acides aminés
basiques (lvsine et arginine) qui constituent des sites de clivages potentiels pour les
enzymes de maturation (figure 1 .7). Dans les cellules corticotropes du lobe antériecir,
seulement quatre de ces sites de clivages sont utilisés. La maturation dans ce type
cellulaire génère donc le peptide NT. W. l’ACTH. la f3-LPH, de même qu’une petite
quantité de y-LPH et de 3-endorphine, puisque le dernier site de clivage n’est utilisé que
partiellement (107-109). Un mode alternatif de maturation de POMC prend place dans
les cellules mélanotropes du lobe intermédiaire des rongeurs ainsi que dans
l’hypothalamus chez l’humain. En effet, on y retrouve des peptides plus petits. puisque
tous les sites de clivage y sont utilisés. Par conséquent, le peptide NT donne naissance au
y-MSH. l’ACTH est maturé d’avantage en a-MSH ainsi qu’en CLIP (corticotropin-like
intermediate peptide) et fmalernent. la 13-LPI-l est maturée en f3-MSH et en t3-endorphine
(f3end(127)) (l08l 10-112).
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Les enzymes qui participent spécifiquement à la protéolyse du précurseur
polypepti&que ont été associées à une superfamille homologue aux enzymes subtilisin
like. les prohomiones convertases. La découverte des deux premiers membres de cette
famille, PCI (appelé P0) et PC2 (113:114) a permis de révéler les mécanismes qui
mènent à la maturation alternative de POMC dans les corticotropes elles mélanotropes
(115;1 16). Dans les corticotropes. seul PCi est présent et son action protéolyfique est
limitée, donc seulement quatre sites de clivage sont utilisés et le produit majoritaire est
l’ACTH. D’un autre côté, PCi et PC2 sont présents dans les mélanotropes et leurs
actions coordonnées ou en synergie génèrent les plus petits fragments précédemment
décrits(l17;1 18) (figure 1.7).
De plus. les peptides générés peuvent subir des modifications chimiques telles que
la glycosylation. l’amidation. la phosphorylation. l’acétylation et la sulphatation (3).
Certaines de ces modifications sont spécifiques du type cellulaire et vont altérer la
fonction biologique du peptide. contribuant ainsi à la diversité globale des produits de
maturation de POMC.
1.63 Effets biologiques des peplides dérivés de la maturation de POMC
L’ACTH est le seul peptide dérivé de POMC possédant une action précise sur les
fonctions surrénales (119). En effet l’ACTH est le seul ligand connu pour le récepteur de
type 2 de la mélanocortine (MC2-R) situé au niveau de la membrane cellulaire des
surrénales (120). La liaison de l’ACTH induit la production de l’ÀMPc menant à la
stéroldogénèse. Du point de vue pathologique, la sécrétion d’ACTH par un adénome
hypophysaire ou bien l’expression ectopique d’ACTH sont associées au syndrome de
Cushing (121).
Sécrétées par les cellules corficotropes humaines. l’ACTH. la -LPH et la y-LPH
contiennent une séquence heptapeptidique commune responsable de leurs effets
mélanostimulants via l’activation des récepteurs MCi-R (122). D’autres peptides
mélanostimulants. l’a-MSH et la -MSH. ne sont pas produits dans l’hypophyse
humaine. Cependant. ils peuvent être produits par des tumeurs sécrétant l’ACTE Chez
les patients atteints du syndrome de Cushing. la surproduction d’ACTH. de -LPH et de
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y-LPH contribue à la pigmentation de la peau. L’activation des récepteurs MCi-R dans
les mélanocytes favorise la synthèse de eumélanine. ce qui résulte en une coloration
brune de la peau. Sans l’activation du récepteur MCI-R, le pigment rouge. la
phéomélanine, est produit (123). Chez l’homme, la contribution des peptides dérivés de
POMC dans la pigmentation physiologique fut démontrée par le phénotype «red-hair»
associé aux enfants déficients en POMC (124).
Pour sa part. la séqclence en N-terminale de la molécule POMC fut associée à des
effets mitogènes sur les cellules surrénales (125). Ces effets furent observés in viiro sur
des celictles surrénales en culture traitées avec le peptide NT (125). De pius. il fut montré
in vivo que l’infusion de ce peptide prévenait partiellement l’atrophie des surrénales chez
les rats ayant subis une ablation de l’hypophyse (126).
Plusieurs effets anti-inflammatoires tels que la suppression de la fièvre induite par
les interleukines IL—1 et IL—6. l’induction du médiateur anti-inflammatoire IL-10 et
l’inhibition des fonctions des macrophages ainsi que de la migration des leucocytes ont
été décris pour l’u-MSH (127). D’un autre côté. l’a-MSH et la y-MSH, produites par les
neurones hypothalamiques du noyau arqué. agissent via les récepteurs MC4-R et MC3-R
respectivement pour jouer des rôles essentiels dans le contrôle de l’appétit et dans la
régulation de l’homéostasie énergétique (1 24).
Finalement, la f3-endorphine, produite localement par les neurones
hypothalamiques, possède des fonctions analgésiques en agissant sur les récepteurs
opioïdes (3).
L’importance relative des différents peptides dérivés de POMC est venue de
l’analyse de souris POMC ainsi que de patients ayant des mutations au niveau du gène
FOMC’. Ces humains, de même que les souris affectées, montrent des problèmes
d’insuffisance surrénale, d’obésité et de pigmentation (83).
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1.7 Mécanismes de transcription histo-spécifiques de POMC
L’activation de la transcription histo-spécifique du gène POMC requiert l’action
simultanée de plusieurs facteurs ayant un patron d’expression restreint aux corticotropes
ou bien un sous-ensemble de lignées hypophysaires. La découverte de plusieurs de ces
facteurs fut menée terme suite à la recherche d’éléments régulateurs régissant la
transcription de POMC. Ces recherches ont par le fait même permis l’identification de sa
séquence promotrice. La partie qui suit portera sur la structure du promoteur du gène
POMC ainsi que scir les facteurs impliqués dans sa régulation transcriptionnelle.
1.7.1 Le promoteur POMC
Vers la fin des années $0. des recherches effectuées au sein de certains
laboratoires. dont celui du Dr Drouin. ont permis d’identifier des séquences promotrices
requises pour l’expression spécifique du gène PO11/fC de rat dans l’hypophyse (l28l29).
En souris transgéniques (129), ces séquences confèrent l’expression de POMC dans les
cellules corticotropes du lobe antérieur ainsi que dans les mélanoti’opes du lobe
intermédiaire. En utilisant les cellules Ati-20 comme modèle corticotrope, la séquence
du promoteur requise pour l’expression appropriée dans l’hypophyse fut localisée de -
480 â +63 paires de bases (l29l30). Cette analyse a suggéré que trois domaines
différents du promoteur contribuaient à son activité le domaine proximal PE (-I 66/-34),
central CE (-323/-166) et distal DE (-480/-323). Cependant, des délétions furent générées
et les résultats obtenus en transièction démontrèrent que l’activité du promoteur
dépendait principalement des domaines distal et central (128). La région centrale du
promoteur contient plusieurs éléments de réponse requis pour l’activité en souris
transgéniques (1 30;131). Des expériences d’empreintes à la DNAse I ont démontré
l’existence d’au moins deux sites AT-riches, le CE-l et le CE-2, pouvant être liés par des
protéines qui ne sembLaient pas reconnaître d’autres éléments sur le promoteur (132).
Plus tard, en 1996, le clonage de Pitxl a d’ailleurs permis d’identifier un autre élément. le
CE-3. qui s’avéra être une composante centrale dans la spécificité tissulaire d’expression
dePOMC(l33).
Le domaine central possède une activité à lui seul, cependant le domaine distal
exerce une activité seulement lorsqu’il est en combinaison avec le domaine central.
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D’ailleurs, en souris transgéniques. la délétion de la pal-tic distale du promoteur résulte en
une perte significative de l’activité. En effet. une baisse d’activité d’environ 1000 fois fut
observée in vivo par l’utilisation du rapporteur luciférase en fusion avec le promoteur
POMC délété versus type sauvage ($4).
De son côté. le domaine proximal confère une activité transcriptionnelle
indépendamment dc la présence des deux autres domaines. De plus. ce domaine recrute
certains facteurs ubiquitaires ce qui peut expliquer sa faible contribution â la spécificité
tissulaire d’expression de POMC.
Le promoteur (-4$0/+63 pb) est exprimé seulement dans les lobes antérieur et
intermédiaire des hypophyses transgéniqucs. mais pas dans l’hypothalamus. Ainsi.
l’expression de POMC au niveau de cette région semble impliquer la présence
«éléments récilateurs différents (134).
Grâce à l’utilisation de la technique d’empreinte à la DNAse I et à la mutagenèse.
plusieurs éléments régulatecirs ont été identifiés à l’intérieur du promoteur POMC
humain et rat (131:132:135—137). De plus. les résultats de ces études indiquèrent la
présence de protéines apparentées capables de lier l’ADN pour permettre l’activité
transcriptionnelle. Les facteurs avant été montrés importants pour la transcription de base
de POMC incluent t AP-1, PO-B, les facteurs de transcription COUP-like, SpI-like, AP
2-likc, PPI (appelé Putative Pituitary POMC 1). Brn3.0 et E2f spécifiquement pour le
promoteur humain (130-l 32: 13$-143) (figure I .$).
L’activité spécifique aux corticotropcs du promoteur POMC fut investiguéc en
utilisant les cellules AtT-20 en comparaison avec d’autres cellules hypophysaires et des
fibroblastes (132:144). Comme énoncé plus haut, la spécificité de transcription de POMC
dans les corticotropes semble être entièrement conférée pal’ les domaines distal et central.
Plus précisément, cette spécificité est possible grâce à la synergie existante entre ces deux
domaines. L’analyse détaillée des régions distale (144) et centrale (133) du promoteur a
révélé que la plupart des éléments régulateurs ne conféraient pas la spécificité. Un seul
élément compris à l’intérieur de chacun des domaines a plutôt été id.ntifié comme avant
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Figure 1.8: Représentation schématique du promoteur POMC, de ces éléments
régulateurs (boîtes) et des facteurs de transcription apparentés. La transcription histo
spécifique du gène POMC au sein des cellules corticotropes requiert la présence de Pitxl,
Tpit et de l’hétérodirnère contenant NeuroDi (tous représentés en gras). La synergie
transcriptionnelle spécifique aux corticotropes dépend de l’interaction physique entre ces
trois facteurs.
Adapté de Nudi, M., E. Batsche, and J. Drouin. “Ontogeny of the Pituitaiy Corticotroph
System.” Ed. R. C. Gaillard and S. Melrned. Endocrine Updates Series. Hingharn MA
USA: Kluwer Academic Publishers, 2003. 1-6.
les propriétés nécessaires ta synergie et â la transcription histo-spécifique de POMC.
L’élément important du domaine central s’avère contenir des sites de liaison contigus
pour Pitxl et Tpit (le CE-3), tandis que dans le domaine distal, au niveau du DE-2,
l’élément essentiel est reconnu par le bHLH neurogénique NeuroDi (figure 1.8).
1.7.2 Le facteur bHLH NeuroDi
La classe de facteurs de transcription bHLH (motif helice-boucle-hélice basique) a été
étudiée longtemps pour son rôle dans les processus de myogenèse et de neurogenèse
comme régulateur spécifique de la détermination cellulaire. NeuroDl/Beta2 est un bRU—l
de classe B exprimé dans le pancréas. l’intestin (145:146). l’hypophyse ($4;$5) ainsi que
dans plusieurs parties du système nerveux (147). D’ailleurs, l’expression ectopique de
NeuroDi dans les cellules ectodermiques d’ovocytes de xénopes est suffisante pour
induire la différenciation des cellules en neurones (147). Beta2. l’homologue hamster de
NeuroD 1. l’ut cloné indépendamment comme un facteur de transcription impliqué dans la
régulation de l’expression du gène de l’insuline (145). Dans les cellules corticotropes de
l’hypophyse murine en développement, la protéine NeuroDi est détectée transitoirement
entre les jours 12 et 15 embryonnaires (84;$5). Ensuite, ce facteur chute en expression
pour n’être presque plus détecté chez l’adulte. Chez l’humain, la protéine NeuroDl est
présente dans les corticotl’opes adultes ainsi que dans les adénomes sécrétant de l’ACTH
(148). Cette présence reflète donc une certaine importance de ce facteur sur ta
transcription de POMC dans les tissus normaux et tumoraux. De plus. l’expression de
NeuroDi précède de peu l’apparition de POMC. lui conférant ainsi un rôle possible dans
la différenciation corticotrope. L’analyse des souris mutantes pour NeuroDl a d’ailleurs
montré un phénotype hypophysaire intéressant. En effet. l’expression de POMC semble
être retardée dans les cellules corticotropes de ces souris. De façon précoce. vers El3.5.
le nombre de corticotropes est diminué tandis qu’à E16.5. la différenciation corticoti’ope
a repris complètement. puisque les cellules POMC positives se retrouvent en nombre et
en distribution normale (149).
Pour l’activation transcriptionnelle de POMC. NeuroD Ï lie l’ADN seulement en
hétérodimère avec les bHLH ubiquitaires de classe A comme Pan 1/2 (E12/E47) (150).
L’élément de réponse lié par l’hétérodirnère contenant NeuroDi est situé dans la partie
distale du promoteur et est responsable de l’activation synergique de la transcription de
POMC. Ce site de liaison à boîte E pour les facteurs de transcription bHLH est appelé la
boîte Elleuic) (85;144). La synergie entre les domaines distal et central du promoteur résulte
de l’interaction protéique entre le partenaire d’ hétérodimérisation de NeuroD 1. Pan 1. et
Pitxl (84). Cette interaction est appuyée par des études in viÏro de même qu’in vivo où
des complexes protéiques composés de Pitxl et des bHLH furent révélés par co
immunoprécipitation à partir de cellules AtT-20 (84). Dans le même ordre d’idée, le
facteur à homéodomaine spécifique du pancréas. Pdxl. montre aussi une synergie avec
l’hétémdimêre Panl/NeuroDl ati niveau du promoteur de l’insuline du rat (151).
Cependant. cette synergie semble dépendre d’une interaction moléculaire différente. En
accord avec ce mécanisme d’interaction. NeuroDi lui-même n’est pas requis au sens
strict pour l’activation transcriptionnelle du pl’omoteur POMC. puisque le remplacement
de la boîte E1.( par une boîte E liée par des homodimêres de bHLF-I ubiquitaires (boîte
Eb) permet de restaurer l’activité du promoteur (84). Le rôle de NeuroDi dans la
transcription de POMC est réalisé par son habilité à reconnaître la séquence spécifique de
la boîte EICu().
1.7.3 Les facteurs Pitx (Ptx)
Pitxl fut identifié comme un régulateur transcriptionnel du gène FOAIC (133) et
comme un facteur interagissant avec la protéine à homéedomaine Pit-l (68). En plus de
son rôle au niveau de l’hypophyse. Pitx I est important dans le développement
craniofacial ainsi que dans la spécification de l’identité des membres postérieurs
(75:152). Pitx2 possède les mêmes fonctions que Pitxl (153), mais il contrôle également
l’asymétrie gauche/droite au cours du développement embryonnaire t 154). Chez
l’humain, des mutations au sein du gène Pitx2 sont une des cactses du syndrome de
Rieger. une malformation craniofaciale (155). Le dernier membre de la famille Pitx,
Pitx3, n’est pas exprimé dans l’hypophyse, mais plutôt dans le cerveau, plus
particulièrement au niveau des neurones dopaminergiques de la substance noire du
mésencéphale (156).
Pitxl et Pitx2 sont co-expl’imés dans l’ectoderme oral, dans l’hypophyse en
développement ainsi que dans toute l’lwpophyse adulte. Ils possèdent tous les deux des
3activités transcriptionnelles similaires sur plusieurs promoteurs spécifiques de
l’hypophyse comme POMC, a-GSU, LHf3. FSHf3, TSHf3. PRL et GH (157). Les facteurs
Pitx contribuent à la spécificité d’expression des gènes encodant des hormones par lectr
interaction synergique avec des facteurs ayant des patrons d’expression restreints à
certaines lignées. Les facteurs Pitx interagissent donc physiquement pour exercer une
activation transcriptionnelle synergique avec Pit-l sur les promoteurs GH et PRL (6870).
De plus. ils contribuent à l’activité du promoteur LHÇ3 par son interaction synergique
avec la protéine à doigts de zinc Egr-1 et le récepteur nucléaire orphelin SF-l
(70;158;159). Au sein des cellules collicotropes. l’interaction de Pitx avec NeuroDi (via
Pan 1) ainsi qu’avec le facteur histo-spécifique Tpit est nécessaire pour conférer l’activité
hautement spécifique au promoteur POMC (149). D’ailleurs, l’activité de Pitxl est
complètement dépendante de l’interaction avec Tpit (83). Leurs sites de liaison se
trouvent à une distance de seulement 3-5 paires de bases. Des études in vitro de liaison
ont suggéré que l’interaction de Pitxl et Tpit sur l’ADN est coopérative, fournissant ainsi
une base moléculaire pouvant expliquer la dépendance des deux facteurs pour l’activité
transcriptionnelle.
En tant qu’activateur transcriptionnel, Pitxl lie sous forme de monornère un site
unique situé dans la partie centrale du promoteur POMC. Son domaine de liaison est un
homéodomaine de la famille Paired. En plus de contenir Pitxl. 2 et 3, la sous-famille Pitx
est reliée à la famille bicoid chez la drosophile et comprend les membres Otxl. Otx2 et
goosecoid chez les mammifèi’es (160). Les interactions entre l’homéodomaine de Pitx
avec les facteurs bHLH et Tpit ont été démontrées pour les trois membres de la famille
Pitx, mais pas pour les facteurs de transcription Otx reliés (83). Par conséquent. les
facteurs Pitxl, 2 et 3 peuvent avoir des activités redondantes partielles dans les cellules
ou les tissus exprimant plus qu’un des membres de la sous-famille. Comme Pitxl et 2
sont co-exprirnés pendant le développement de l’hypophyse, la redondance entre ces
deux facteurs peut expliquer la présence de cellules exprimant POMC dans les embryons
déficients en Pitxl ou Pitx2 (153:161).
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1.7.4 Le facteur histo-spédflque Tpit
Le marqueur corticotrope Tpit (aussi appelé Tbxl9) fut identifié comme un
partenaire obligatoire de Pitxl pour l’activation de la transcription de POMC (83). Tpit
lie l’ADN sur un élément T situé tout près du site de liaison de Pitxl. Les membres de la
famille de facteurs de transcription à boîte T. comme Tpit sont impliqués dans le
développement la morphologie (162) ainsi que dans la différenciation de plusieurs tissus
(23) telle que le mésodenne embryonnaire (163), le codex neural (1M) et les cellules T
helper (165). Les facteurs à boîte T sont définis par un motif de liaison à l’ADN connu
sous le nom de boîte T, nommé ainsi après la découverte du premier gène à boîte T. T ou
Brachyury (166). L’élément de réponse de Tpit est presque identique au demi site de
l’élément palindromique T décrit pour Brachyury (T) (167). Au sein de la famille à boîte
T, Tpit possède une séquence davantage similaire à Brachyury lui-même. D’ailleurs, dans
les essais de transfection. T peut substituer Tpit pour permettre l’activation de POMC,
mais le facteur Tbxl, qui est co-exprimé avec Tpit dans les cellules AtT-20, ne le peut
pas (83).
Tpit est seulement présent dans les deux lignées exprimant POMC. c’est-à-dire les
corticotropes et les mélanotropes (83). De façon intéressante, Tpit n’est pas exprimé dans
les neurones POMC hypothalamiques ou bien dans les mélanoc$es. Comme pour
NeuroDi, l’expression de Tpit dans les corticotropes débute aux alentours de E12. juste
avant POMC. En utilisant le promoteur a-GSU pour pennettre l’expression de Tpit dans
les cellules non différenciées de la partie rostrale de l’hypophyse en développement des
expériences de gain-de-fonctions en souris tmnsgéniques ont montré que ce facteur
pouvait induire l’expression ectopique de POMC (83). La partie rostrale est une stmcture
transitoire qui semble contenir des cellules précurseurs (168) qui n’expriment
normalement pas POMC, mais qui contiennent de hauts niveaux de Pitxl (169). En
présence de Piacl. Tph s’avère donc être suffisant pour induire l’expression de POMC
dans des cellules non différenciées.
Le patron d’expression de Tpit restreint aux corticotropes suggère que ce facteur
possède un rôle dans la différenciation de ce type cellulaire. En utilisant l’ACTH en
immunohistochimic comme marqueur de l’expression de POMC et donc de la
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différenciation terminale, cette hypothèse s’est avérée être vraie. En effet. les cellules
corticotropes et mélanotropes chez les souris mutantes pour Tpit ne parviennent pas à la
différenciation terminale, même si la détermination des corticotropes précoces semble
intacte (79). De plus. Tpit a été montré comme ayant un rôle négatif sur la différenciation
des gonadotropes via un mécanisme d’antagonisme avec le récepteur nucléaire orphelin
SF-l. dont l’expression est restreinte à ce type cellulaire (79). L’antagonisme
bidirectionnel entre Tpit et Sf-l déterminera donc l’établissement de la lignée
corticotrope versus gonadotrope.
Comme mentionné auparavant, les défauts génétiques au sein du gène POYC
humain sont associés à des problèmes d’insuffisance sutiénale. d’obésité et de
pigmentation (83). L’hypocorticisme et l’hypoglycémie sont associés avec l’insuffisance
en ACTH, une condition qui fut aussi observée chez certains patients atteints d’un déficit
isolé en ACTH (c’est-à-dire une déficience en ACTH hypophysaire sans d’autres
défaillances hormonales) (170:1 71). Étant donné que Tpit possède une expression
restreinte actx cellules ACTH positives, c’est-à-dire les corticotropes, ta recherche de
mutations dans le gène TPJT fut entreprise au départ sur trois enfants nés avec un déficit
isolé en ACTH. Des mutations au sein du gène TEIT furent identifiées chez deux de ces
trois cas initiaux (83). Dans un premier cas, une unique mutation homozygote fut
identifiée dans la séquence codante, résultant en l’introduction d’un codon de terminaison
prématuré. Le transcrit défectueux pouvait donc être éliminé facilement pal’ un
mécanisme de surveillance connu sous le nom de NMD («non-sense mediated mRNA
decay>) (172), entraînant cme perte de fonction complète. Les parents de cet enfant ainsi
qu’une grand-mère étaient des porteurs sains, donc hétérozygotes pont’ la mutation. Le
deuxième enfant analysé l)réSentait un génotype hétérozygote pour une mutation unique
qui échangeait le résidu sérine 12$ pour une phénvlalanine. Ce résidu est conservé dans
le domaine à boîte T de tous les gènes à boîte T connus. La protéine Tpit mutante ainsi
produite peut donc agir comme un dominant négatif qui vient inhiber les fonctions
normales de Tpit et par le fait même, expliquer la perte de fonction apparente chez ce
patient.
Toujours chez des enfants atteints d’un déficit isolé en ACTK néonatale. d’autres
mutations au sein des exons du gène TPIT furent identifiées. En plus des deux cas déjà
discutés précédemment. huit différentes mutations supplémentaires furent documentées
(173; 174). Deux nouvelles mutations non-sense résultant en un codon de terminaison
prématuré furent identilées. de même que trois autres mutations ponctuelles, une
délétion d’une paire de bases. une autre de 37 paires de bases l’intérieur de l’exon detix
ainsi qu’une large délétion contenant les exons trois et quatre. Chacun des patients
analysés étaient homozygotes poctr une mutation au niveau du gène TFIT, sauf pour un
patient hétérozygote composé. Celui—ci avait reçu un allèle comportant une mutation
potictuelle de son père et un allèle TPIT maternel contenant la délétion affectant les exons
trois et quatre. A ces mutations s’ajoute un onzième cas, caractérisé pal’ le groupe de
Metherel 1 qui identifia un nouvel hétérozygote composé portant une mutation ponctuelle
ainsi qu’une délétion d’une paire de bases au niveau de Ï’exon six (175).
En accord avec l’importance du gène TPIT pour l’expression de POMC chez les
patients humains, il semble que le site de liaison de Tpit soit sujet à la méthylation des
cytosmes dans les cellules qui n’expriment pas POMC en comparaison avec les cellules
l’exprimant (176).
1.8 Régulation hormonale de l’expression de POMC
L’hypophyse est une glande centrale au sein de plusieurs axes physiologiques
importants. Parmi eux, l’axe hypothalamo—hypophyso-surrénalien (HPA) est impliqué
dans la réponse au stress et par le fait même, dans la régulation hormonale de
l’expression de POMC. Dans cette partie. je traiterai d’abord du rôle de cet axe ainsi que
des divers facteurs qui y sont induits en réponse à l’hormone hypothalamique CRH pour
contrôler l’expression de POMC .J’ enchaînerai ensuite avec la description de deux autres
signaux exogènes qui modulent aussi l’activité du promoteur POMC, c’est-à-dire la
signalisation LIF ainsi que la répression par les glucocorticoïdes.
1.8.1 L’axe hvpothalamo-hypophyso-surrénalien (UPA) et l’activation CR11
Au niveau de l’hypophyse adulte, la régulation de l’expression de POMC résulte
de la balance entre les signaux stimulateurs en provenance de l’hormone hypothalamiqcie
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CRI-I et les signaux négatifs induits par les glucocorticoïdes (Gc). La réponse aigu agit
principalement sur la libération des hormones emmagasinées dans les vésicules de
sécrétion, tandis que Faction à long terme est exercée à travers des changements
transcriptionnels. Chez la souris, l’expression de POMC devient régulée de façon
hormonale par 1 axe hypothalamo—hypophyso—surrénalien aux alentours du jour
embryonnaire 1 5.5-1 6 (1 77).
Au sommet de Faxe HPA trône le noyau paraventriculaire de l’hypothalamus où
l’hornione hypothalamique CRH est produite et relâchée dans le réseau capillaire du
système porte. Au niveau du lobe antérieur de l’hypophyse. les cellules corticotropes
expriment à leur surface membranaire le récepteur CRHr-1 (178). Ce dernier est un
récepteur à sept passages transmembranaires couplé aux protéines G (179). La liaison du
CRH à son récepteur entraîne l’activation de I’adényÏate cyclase. la production d’AMPc
et Factivation de la protéine kinase A (PKA) (180). PKÂ a été montré comme agissant
par l’entremise des facteurs de transcription CREB. ATf 1/2 ou CREM dans différents
systèmes ainsi que par le recrutement de coactivateurs comme CBP/p300 (181).
Cependant. l’absence de site de liaison pour CREB sur le promoteur POMC ne supporte
pas l’hypothèse que ce facteur ait un rôle à jouer dans l’activation de la transcription de
POMC par le CRH (182). Des étctdes portant sur la caractérisation des étapes précoces de
réponse corticotrope au CRH ont montré que PKA entraînait aussi l’activation des \‘oies
MAPK de même que l’accumulation de calcium intracellulaire via les canaux calciqcies
de types L et P (183-186) contribuant ainsi à l’activation transcriptionnelle du locus
POMC. En réponse au CRI-I. l’augmentation de la transcription de POMC mène à
l’élévation de sa concentration cytoplasmique en ARNm. Cet effet est mimé par des
analogues de J’AMPc ou par la forskoline (180) et ne semble pas nécessiter la synthèse
de protéines de novo. puisqu’un traitement â la cycloheximide n’affecte pas la réponse au
CRH (187;188).
Afin de permettre l’activation transcriptionnelle de POMC. plusieurs factecirs de
transcription sont induits suite à l’action du CRI—l ou de I’AMPc. Entre autre. notons le
facteur PCRH-REB-l qui est exprimé dans l’hypophyse et induit suite à une stimulation
CRH sur des cellules AtT-20 sans Sérum (l37;1$9). Cependant. le rôle exact de ce
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dernier dans l’activation de POMC par le CRH reste à être défini. D’un autre côté, le
domaine proximal (PE-1) du promoteur POMC contient un site de liaison pour le facteur
de transcription AP—1 (132). Celui-ci fut montré comme étant impliqué, en partie. au
niveau de la transcription de POMC suite à une stimulation CRH. En effet. le traitement
CRI-I mène à l’induction de c-fos, une composante du complexe AP-t, qui active ensuite
la transcription de POMC via la liaison au site AP-1 (141 ;190). D’autres membres de la
famille AP-1 ont d’ailleurs été décris comme ayant un rôle sur la transcription de POMC
en réponse au CRI-l (191). Par contre, la mutagenèse du site AP-1 n’empêche pas
l’activation transcriptionnelle de POMC par le CRH (190;192), ce qui implique
l’existence de mécanismes différents.
1.8.2 La sous-famille de récepteurs nucléaires orphelins Nur
La localisation des séquences sensibles au CRH sur le promoteur POMC a mené à
l’identiflcation de site de liaison pour la sous-famille de récepteurs nucléaires orphelins
de Nur77 (192). 11 fut d’ailleurs démontré que les membres de cette sous—famille sont
activés par le CRI-l et que la surexpression d’un mutant dominant négatif de Nur77
bloque cet effet (192). De plus. ce même mLttant empêche l’induction de l’activité du
promoteur POMC par la forskoline (192).
Dans les cellules AtT-20. le CRI-l stimule l’activité et l’expression des tous les
membres de la sous-famille de récepteurs nucléaires orphelins Nur (l92193). Cette sous-
famille inclue Nur77 (aussi appelé NGf I-B) (194), NunI (Nur-related factor 1) (195) et
NOR-l (Neuron-derived orphan receptor 1) (196), Ceux-ci possèdent une forte
homologie au niveau du domaine à doigts de zinc de liaison à l’ADN. une homologie
modérée dans le domaine de liaison du ligand et détiennent un domaine N-terminal
légèrement divergent (197). Ces trois récepteurs nucléaires orphelins agissent comme des
gènes de réponse précoce dans une variété de systèmes cellulaires (19$) et sont exprimés
dans chaque organe de l’axe HPA (199). En effet, l’expi’ession de Nur77 est hautement
induite en réponse au stress dans les neurones produisant le CRH situés dans le noyau
paraventriculaire de l’hypothalamus (200;20 1). Le stress est aussi à l’oi’igine de stimuli
qui augmentent l’expression des facteurs Nur dans l’hypophyse et le cortex surrénale
(192:199:202;203). Dans les cellules Yi dérivées des surrénales. un traitement à IACTH
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induit Nr77 et Nunl, menant â l’augmentation de la transcription du gène encodant le
stéroTde 21a-hydroxylase (199:204). une enzyme limitante de la stéroldogenèse. D’autre
part. deux membres de la sous-famille Nur ont aussi été montrés importants dans le
développement du répertoire des cellules T. En effet Nur77 et NOR-l sont hautement
induits suivant la stimulation par le récepteur des cellules T (TCR% ce qui mène â
l’apoptose des thymocytes immatures et immunodéficients (205-207). Cette observation
fut confirmée dans les cellules LNCaP. une lignée cellulaire dérivée du cancer humain de
la prostate où les stimuli apoptotiques entraînent la tmnslocation de Nur77 du noyau vers
la mitochondrie. pennettant la relâche du cytochrome c et l’apoptose (208). Les signaux
issus de l’activation du TCR menant â la sélection négative par apoptose semblent
effectivement converger vers les voies de signalisation Nur, puisque la surexpression
d’un mutant dominant négatif de Nur77 ou bien l’utilisation d’un ARNm antisens pour
Nur77. empêche l’apoptose induite par le TCR (206;207).
Nur77 fut le premier récepteur nucléaire montré comme étant capable de lier
l’ADN en tant que monomère pour activer la transcription. La séquence cible de liaison
de Nur77, le NBRE (NGFI-B response element»). fut identifiée par sélection génétique
chez Saccharornvces cerevisiae (203). Cet élément de réponse situé â 43 paires de bases
sur le promoteur POMC est composé d’un octanucléotide contenant le motif de liaison
canonique des récepteurs nucléaires, AGGTCA. précédé par deux adénines. La
reconnaissance de ces adénines dépend d’un domaine appelé boîte A composé de résidus
qui ne sont pas â motif de doigts de zinc (209). Plus tard. l’activation de la transcription
via la liaison au NBRE fut montré pour Nunl et NOR-l (205;210:21 1). Malgré
l’importance du NBRE. la cible principale de l’action CRH et des facteurs Nur sur le
promoteur POMC est un palindrome lié par des dimères de facteurs Nur. Cet élément de
réponse. appelé le NurRE. se trouve dans la partie distale du promoteur (vers -395 pb) et
est constitué de deux demi-sites montrant une homologie partielle avec le NBRE (203).
Le NurRE est d’ailleurs beaucoup plus sensible â l’action du CR11 que ne l’est le NBRE
(192). Il permet la liaison d’homodimères de Nur77 (192) et d’hétérodimères constitués
des différents membres de la sous-famille Nur (193). Comme les trois membres de la
sous-famille Nur sont activés en réponse au CRH. il est possible que des hétérodimères
de composition variéc puissent être actifs au NurRE du promoteur POMC.
En plus d’hétérodimériser avec des membres de leur sous-famille, Nur77 et Nurrl
peuvent aussi hétérodimériser avec le récepteur au rétinoïde X (RXR) afin de permettre
la signalisation rétinoïde (21 1—213). En réponse à une stimulation avec l’acide rétinoïque
9-cis (9-cis’ RA). ces hétérodimères sont capables de conférer l’activité transcriptionnelle
à un gène rapporteur contenant un élément DR-5 (213). De plus, il fut démontré que
Nur77 interagissait avec le facteur COUP-Tf. un autre récepteur nucléaire orphelin, pour
moduler la sensibilité à l’acide rétinoïque dans les cellules humaines de cancer du
poumon (214).
L’analyse des souris ayant subies l’invalidation génique de Nur77 ou Nurrl n’a
montré aucune déficience au niveau des fonctions hypophysaires ou hypothalamo
hypophysaires. Ce phénomène peut s’expliquer par la redondance observée entre les
différents membres de la sous-famille Nur (21 5;216).
1.&3 Signalisation LIF
Lif («Leukemia-inhibitory factor») est une cytokine exprimée par de multiples
tissus, tels que les testicules, la peau et l’hypophyse. Il exerce son effet suite à
hétérodimérisation de deux composantes transmembranaires qui constituent le récepteur
LIF (LIFR). Celui-ci contient une sous-unité spécifique pour LIF et en partage une acttre
appelée gpl3O avec la superfamille de cytokines IL-6 (217:218). La signalisation LIF
passe principalement par la voie Jak-STAT (<janus-kinase-signal transducer and
activator of transcription»), une voie de signalisation commune pour de nombreuses
cytokines (219-222).
Dans plusieurs tissus, l’expression de LIF, LIFR et gpl3O est stimulée par une
variété de stimuli inflammatoires (223-225), tandis que les glucocorticoïdes viennent
réguler négativement leur expression (226-228). Dans l’hypothalamus et l’hypophyse de
souris, l’expression du gène LIF est augmentée respectivement par le lipopolysaccharide
(LPS) (229) ou l’interleukine 1L-1 (230). Chez l’humain et la souris, l’expression de
LIF a été caractérisée dans les corticotropes. les tissus hypophysaires adultes et
embryonnaires ainsi que dans les adénomes sécrétant l’ACTH (23 1). De plus, il fut
démontré quc la signalisation LIF joue un rôle en tant que modulateur paracrine ou
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autocrine dans la réponse au CRI-1. En effet. les cellules AtT-20 stimulées avec LIF sont
associées à une augmentation de la sécrétion d’ACTH de 2 à 3 fois plus grande que le
niveau de base, tandis que le traitement CRH seul entraîne une élévation de 3 à 7 fois
(23 1-233). Par contre. lorsque coincubée avec le CRH. la stimulation LIF agit en
synetgie afin de permettre une relâche d’ACTH 2 à 3 fois plus grande qu’en présence de
CRH seul (23 1:232). Dans les cellules corticotropes. l’action de LIE induit la
phosphorylation de gpl3O (233), STAT3 (232-234). STATYa (232:234), STATl3
(232:234) et pI 15, une protéine reliée à STATIŒ (234).
Plus précisément. l’expression de POMC de même que la sécrétion d’ACTH
induite par LIF ont été montrées comme étant dépendantes de STAT3 dans les cellules
AtT-20 (235). De plus, la surexpression de SOCS-3, un inhibiteur des voies Jak-STAT.
bloque la phosphorylation de STAT3 issue de la stimulation LIF dans les cellules AtT
20. inhibant ainsi l’activité du promotecir POMC induite par LIE (233). En réponse à
l’activation LIF. quelques cibles au niveau du promoteur POMC furent proposées (236),
incluant un site de liaison pour STAT3 qui chevauche le NurRE (237).
Le rôle de 11F au niveau du développement fut entre autre investigué par
l’analyse de souris transgéniques qui dirigent l’expression de LIF sous le contrôle dci
promoteur u-GSU (23$). Ces souris montrent une hyperplasie des cellules ACTH
positives qui composent 65% du lobe antérieur de l’hypophyse comparativement à 13%
chez le type sauvage (23$). De plus. LIF a été proposé comme étant un régulateur de la
différenciation, puisqu’il inhibe la prolifération des cellules AtT-20 (239). Chez la souris
ayant subi l’invalidation du gène Lif. l’ARNm de POMC est réduite. mais tout de même
présente. Cependant. les niveaux d’ACTH et de corticostéroïdes dans le plasma sont
normaux (240). L’ensemble de ces donnés sciggèrent donc que 11f peut effectivement
jouer un rôle dans le contrôle de l’expression de POMC (240).
1.8.4 Répression par les glucocorticoïdes
La rétro-inhibition exercée par les glucocoilicoïdes (Gc) sur la transcription de
POMC et la sécrétion d’ACTH est nécessaire pour fermer la boucle de régulation
contrôlant l’homéostasie de l’axe HPA. Les Gc exerccn[ leur rétroaction nécative au
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niveau des neurones de l’hypothalamus et des cellules corticotropes de l’hypophyse.
Différents mécanismes ont été proposés pour expliquer la répression de la transcription
de POMC par [es glucocorticoïdes mais lecir pertinence relative dans le développement.
l’homéostasie de l’axe HPA et les pathologies reste à définir.
Les effets biologiques des Gc s’effectuent via la liaison à leur récepteur
cytoplasmique, le récepteur des glucocorticoïdes (GR) (241). Une fois lié. GR transloque
au noyau pour ensuite interagir avec l’ADN et moduler l’activité de ces gènes cibles.
L’activation de la transcription par GR nécessite la présence d’un élément de réponse aux
Gc appelé GRE où GR se lie sous forme d’homodimère (242). De façon similaire, des
GRE négatifs (nGRE) fut’ent identifiés dans les régions régulatrices des gènes qui sont
réprimés par GR. Un site nGRE est d’ailleurs centré à -63 paires de bases sur le
promoteur POMC de rat (138;243). Ce nGRE se trouve à l’intérieur des séquences du
promoteur requises pour la répression par les Gc dans les cellules AtT-20 (13$;243) et en
souris transgéniques (129:244). Des études in vitro ont montré qu’un trimère de
molécules GR lie le nGRE de POMC (245). Le mécanisme exact de cette répression reste
toutefois inconnu. Ce complexe trimèrique pourrait recruter des co-répresseurs et générer
un encombrement stérique pour la liaison de facteurs ayant un effet positif sur la
transcription de POMC. Un de ces facteurs à effets positifs. Nitt’77. pourrait être CLflC cible
de cet encombrement, puisque ce dernier possède un élément de réponse (le NBRE) qui
chevauche le nGRE.
En parallèle avec les travaux effectués sur le nGRE de POMC, plusieurs autres
gènes réprimés par les Gc furent identifiés comme étant exempts de sites de liaison pour
GR. Par exemple. la répression du gène de la collagénase pal’ GR (246;247) fut montré
comme étant dépendante d’un antagonisme entre GR et AP-l impliquant l’interaction
physique de ces deux protéines (24$), Dans le même ordre d’idée. l’identification du
NurRE et de son rôle dans l’activation de la transcription de POMC en réponse au CRH
(192) a fourni une cible potentielle d’antagonisme par GR. Il fut d’ailleurs démontré qu’il
existait effectivement un antagonisme entre GR et Nur77 impliquant un mécanisme
d’interaction protéine-protéine semblable à celui défini entre GR et AP-1 de même
qu’entre OR et NFKB (249).
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Au niveau de Faxe HPA. les souris mutantes pour GR (GWD sont associées à une
augmentation des niveaux de CRH, de POMC hypophysaire (ACTH) et de
coilicostéroïdes (250). En contraste, des souris générées par des stratégies de «knock-in»
exprimant un mutant de GR incapable d homodiméri ser (introduction d’une mutation
ponctuelle A45$T) ne récapitule pas entièrement le phénotype obtenu avec les souris GR
-. En effet, ce mutant de GR ne peut plus activer la transcription par sa liaison en dimère
au GRE. mais conserve la capacité de transréprimer l’activité d’AP-l et de NFKB par
interaction protéine-protéine (251). Ces souris appelées GR(hhhh1 ne montrent pas
d’augmentation des niveaux de CRH. suggérant donc que le rétrocontrôle négatif de
l’expression du CRI—l hypothalamique implique une répression par GR qui soit
indépendante de la liaison à l’ADN. D’un autre côté, l’expression de POMC
hypophysaire est tout de même augmentée chez ces souris, indiquant que la dimérisation
de GR, ainsi que sa liaison à FADN. sont requises à ce niveau (252). Ces résultats
supportent donc le mécanisme de répression de la transcription de POMC par GR via la
liaison au nGRE. Par contre, l’utilisation d’un autre modèle de souris mutantes soutient
d’avantage le mode de répression impliquant l’antagonisme entre GR et Nur77. En effet.
les souris mutantes pour le gène CRH sont associées à une insuffisance chronique en
glucocorticoïdes et montrent une l’éponse au stress aLtérée (253). Cependant, les niveaux
sanguins en ACTH restent constants. Dans ce modèle. l’effet répl’esseur des Gc sur la
sécrétion d’ACTH semble dépendre de la présence de CRH (254). Les résultats obtenus
avec ces souris sont donc d’avantage en accord avec le mécanisme de répression
dépendant de l’antagonisme des signaux en aval de l’action du CRH, tel que
l’antagonisme de l’activité dépendante de Nur77.
1.9 Hypothèses et objectifs de travail
Le gène du bHLH NeitroDi est exprimé de façon transitoire dans les cellules
coilicotropes au cours du développement hypophysaire. Même si les souris déficientes en
NeuroDi montrent un délai dans la différenciation corticotrope. le nombre de cellules
POMC retourne à la normale vers E16.5, au moment où l’on note une chute
d’expression de NeuroDl chez la souris sauvage. Ceci indique que NeuroDi seul n’est
pas suffisant pour le développement des cellules corticotropes. Il est donc possible que
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NeuroDi ne joue qu’un rôle transitoire dans la régulation transcriptionnelle de POMC et
qu’il soit remplacé par un autre facteur aux alentours de E15-16 du développement.
Comme l’activité est souvent redondante entre les bHLHs. un remplaçant
potentiel pour NeuroDi pourrait être un autre bHLH. possiblement neurogénique. avec
un domaine de liaison à l’ADN semblable à NeuroDi. De plus. Fexpression de POMC
sous contrôle d’un promoteul- ayant la partie distale délétée est diminuée fortement dans
les cellules corticotropes de même que dans les mélanotropes. Étant donné que les
mélanotropes se différencient juste avant que NeuroDi chute en expression, un bHLH
exprimé dans le lobe intermédiaire pounait venir jouer un rôle équivalent à celui de
NeuroDi dans les corticotropes.
D’un autre côté. étant donné les évidences spatio-temporelles (la proximité des
éléments de réponse NurRE et boîte EUl) ainsi que l’établissement vers E16 ctu système
porte hypothalamo-hypophysaire), le récepteur nucléaire orphelin Nur77, induit en
réponse au CRH hypothalamique. sel-ait aussi un candidat potentiel de remplacement de
NeuroD 1.
Afin de vérifier ces hypothèses, j’ai procédé à la production de souris
transgéniques exprimant le gêne rapporteur EGFP socts le contrôle du promoteur POMC
intact, boîte E111, mutée ou NurRE muté. Les lignées mutantes ont pelïnis d’envisager
l’importance in vivo de chacun des sites NurRE et boîte Eieuo au cours du développement
hypophysaire. Les résultats obtenus ont ainsi amené des informations supplémentaires
concernant la transition entre l’activation du locus POMC et son homéostasie dans le
contexte endocrinien adulte.
CHAPITRE 2 : MATÉRIEL ET MÉTHODES
2.1 Plasmides et oligonucléotides
Les plasmides rapporteurs ont été construits dans le vecteur pXP1—luciférase
contenant le promoteur POMC minimal (-34 à +63) comme décrit précédemment (255).
Les éléments DE2C et CE3 insérés dans les plasmides rapporteurs ont été générés à Partir
de séquences d’oligonucléotides correspondantes aux régions du promoteur POMC de rat
comme décrit précédemment (I 33144). Les mutations de la boîte (CAGATG en
CTACCG) ainsi que de l’extrémité 5’ du NurRE furent générées comme décrit
antérieurement (144;193). La mutagenèse double du site NurRE (en 5’ et 3’) fut réalisée
par PCR à l’aide des séquences d’oligonucléotides sens et antisens respectives suivantes
5’-ATT CAT CGA TGA GAC CTC ACC CCT CCA GGA AGG CAG ATG GAC
GCA C-3’ et 5’-GGA ATG CCA AGC TCA GAT CC-3’ (les caractères gras
représentent les nucléotides mutés). Le produit de PCR fut ensuite cloné aux sites
BamHI/HindIII du vecteur pXPI-luciférase contenant le promoteur POMC minimal. Les
constructions contenant le domaine DE2C dimérisé (comportant respectivement le
NurRE muté ou la boîte Eieuc, imitée) et le domaine CE3 trimérisé furent générées à partir
des séquences d’oligonucléotides suivantes: 5’-GAT CTC ATT CAT CGA TGA GAC
CTC ACC CGT CCA GGA AGG CAG ATG GG-3’ et 5’-GAT CCC CAT CTG CCI
TCC TGG ACG GGT GAG GTC TCA TCG ATG AAT GA-3’ sont les séquences sens
et antisens respectives pour le NurRE muté et 5’-GAT CTC ATT AGT GAT ATT TAC
CIC CAA ATG CCA GGA AGG CTA CCG GG-3’ et S’-GAI CCC CGG TAG CCI
1CC TGG CAT TTG GAG GTA AAT ATC ACT AAT GA-3’ sont les séquences sens et
antisens respectives pour la boite E11.0 mutée. Ces oligonucléotides furent hhridés.
ligasés et clonés en dimère aux sites BamHI/SacI en amont du domaine CE3 trimérisé
contenu au sein du vecteur promoteur POMC minimal pXPÏ-luciférase. Le vecteur
d’expression potir le facteur bHLH NeuroDi utilisé pour cette étude a déjà été caractérisé
(145). Le vecteur d’expression CMX-Nur77 contient la séquence complète d’ADNc
clonée dans pCMX (256). Finatement. le plasmide d’expression Tpit fut construit dans le
même vecteur U’ expression (RSV) qu’utilisé précédemment (159).
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2.2 Étude de retard sur gel (EMSA)
L’étude de retard sur gel fut réalisée avec des protéines produites avec le système
de TNT couplé au lysat de réticulocytes (Promega). Les réactions de liaison ont été
réalisées dans un volume de 20 d contenant 10 mM Tris-HCI (pH8.0), 40 mM KCI. I
mM de dithiothreitol (DIT). 6 % glycérol. 0.05 % NP-40. 5 ng de poly(dI-dC) et environ
10 ng de protéines NeuroD 1. Pan I ou Nur77 synthétisée in vitro. Nous avons utilisé, par
réaction. 50 000 cpm (20 fluo!) de sondes d’oligonucléotides doubles brins, marquées par
rempIissae par le fragment Klenow de la DNA polymérase en présence de [a-32P]
dATP. La sonde fut purifiée sur colonne G-25 Sephadex. Les séquences
d’oligonucléotides (sens) utilisées pour l’étude de liaison sur le NurRE. le NurRE muté
en 5’ et le double mutant NurRE sont respectivement 5’AIG CAG TGA TAT TTA
CCT CCA AAT GCC A-3’. 5’-ATG CCA TCG ATG AGA CCT CCA AAT GCC A-3’
et 5’- ATG CCA TCG ATG AGA CCT CAC CCG TCC A-3’. Les séqctences
d’oligonucléotides (sens) utilisées pour l’étude de liaison sur la boîte Eiieui intact et
mutée sont respectivement t 5’-GAT CCG GAA GGC AGA TGG ACG CA-3’ et 5’-
GAT CCG GAA GGC TAC CGG ACG CA-3’. Les mélanges réactionnels furent incubés
pour 10 minutes à 25°C avant d’être mis sur gel. Les échantillons ont été séparés par
électrophorèse sur des gels de 5 % polyacrylamide (29 t 1 acrylamide/bisacrylamide) clans
un tampon 0.5X Tris-borate-EDTA i 25°C pour 2 heures.
2.3 Culture cellulaire et transfections
Les cellules HEK293 («human embryo kidney») ont été cultivées à 37°C,
atmosphère de 5 ¾ C02. dans du Dulbecco”s modified Eagle medium (DMEM)
supplémenté avec 10 ¾ de serum de veau foetal (F35) et 1 % pénicilline/streptomycine.
tel que décrit précédemment (159).
Ces cellules ont été transtèctées par la méthode de précipitation au phosphate de
calcium. Brièvement, les cellules sont ensemencées â 250 000 cellules par puits. dans
des plaques de 12 puits. 24 heures avant la transfection. Comme le facteur Pitxl et le
bHLH ubiquitaire Pani sont déjà exprimés dans les cellules HEK2O3, les précipités en
vue de la transfection contiennent 1.5 tg de plasmide rapporteur, 150 ng de RSV-Tpit,
300 ng de pCMX-NurT7 ou 300 11g du bHLH NeuroDi compiété avec du vecteur RSV
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vide, pCMX ou pcDNA3 pour avoir un total constant de 500 ng de vecteur d’expression.
12.5 ng de CMV-f3gal comme contrôle interne et de l’ADN entraîneur jusqu’à un total de
3 tg/puit. Le milieu des cellules est changé une heure avant la transfection. Suite la
transtèction. les cellules sont rincées au PBS après 24 heures. et du milieu frais est remis
sur les cellules pour un autre 24 heures (transfection de 48 heures). Les cellules sont
lysées en appliquant directement 200 t1 de tampon d’essai luciférase (100 mlvi Tris-HC1
pHS.0, 0,5% NP-40 et 5 mM DTT), 125 jtÏ de lysat est utilisé pour tester l’activité
luciférase, avec un luminomètre LB953 de marque Berthold. 50 d sont ensuite utilisés
pour tester l’activité f3-galatosidase (kit Galacto-Star, Applied Biosystems). L’activité
luciférase est normalisée par l’activité f3-galactosidase. Les résultats représentent la
moyenne de 3 expériences, faites en duplicata. +1- l’erreur standard sur la moyenne.
2.4 Souris transgéniques et génotypage
Le fragment de micro-injection a été produit partir du plasmide EGfP-Nl
(Clontech). Suite à la digestion AseI/HinclIIl, le promoteur CMV de ce vecteur fut excisé
afin d’être remplacé par le promotecir POMC (intact, double mutant NurRE ou bien boîte
EWU(, mutée) récupéré par une digestion BamHI!HindIII. La digestion BgIIT/Aflht et la
purification sur gel d’agarose ont permis ensuite l’obtention du fragment de 1.6 kb à
micro-injecter. Celui-ci contient le promoteur POMC intact vs muté (NurRE ou boîte
Eneuio) en amont de la séquence codante EGf P suivit par la région polyA de SV4O. Les
souris transgéniques furent produites comme décrit précédemment (84) et provenaient du
fond génétique C57b1/6. En utilisant l’ADN génomique isolé des queues (digestion à la
protéinase K). le génotypage des fondateurs a été effectué par Southern blot à l’aide
d’une sonde reconnaissant la séquence du EGFP (î kb). Suite à la vérification de ta
transmission du transgène à la premièl’e génération par Southern blot, les souris furent
génotvpées par PCR à l’aide des amorces sens et antisens respeetves suivantes 5’-GCT
GGA GTA CAA CTA CAA CAG C-3’ et 5’-TAC TTG TAC AGC TGC TCC ATG C-3’
dirigées contre la partie 3’ de la séquence EGFP. Les réactions de PCR ont été faites avec
$ pi d’ADN génomique isolé des queues traitées à la protéinase K. en présence de 25
pmoles de chaque oligonuléotide. 0.2 mM de dNTPs. 3.75 pi de DMSO, 5 pi de tampon
de réaction I OX et lU de Taq polymérase (Invitrogen). dans un volume total de 50 pi. Le
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programme de PCR utilisé : 45 secondes à 94°C. 45 secondes â 63°C, 45 secondes à 72°C
pour 30 cycles. Le produit de PCR de 300 pb fit visualisé sur gel d’agarose 1.8 ¾.
2.5 Production de l’anticorps Neurofli
L’anticorps polyclonal u-NeuroDl a été produit et purifié tel que décrit
précédemment (257;258). Brièvement, deux lapins (A et B) ont tout d’abord été injectés
avec 100 tg de MBP-NeuroDl pleine longueur (la construction a déjà été décrite ($4)),
suivi de 3 rappels subséquents. La purification des anticorps a été effectuée en utilisant
des colonnes MBP-Sepharose. pour éliminer les anticorps qui reconnaissaient la partie
MBP de l’épitope injecté, et ensuite des colonnes GST-NeuroDl-Sepharose, pour retenir
spécifiquement les anticorps qui reconnaissaient NeuroDi.
2.6 Préparation des tissus
Les souris adultes ont été sacrifiées par asphyxie au C02, tandis que les
embryons. dont l’âge approximatif a été déterminé par la détection d’un bouchon
vaginal (à midi de cette journée, la portée était considérée à E0.5). furent obtenus suite à
la dislocation cervicale des femelles gestantes. Suite à la dissection, les hypophyses
adultes, la tête de l’embryon ou bien ce dernier en entier, furent fixés pour 24 heures au
paraformaldéhyde 4 % et enrobés dans la paraffine. Les coupes de 5 .im ont ensuite été
montées sur des lames traitées à l’aminopropylethoxysilane.
2.7 Immunohistochimie et immunofluorescence
Pour les immunohistochimies. les sections ont été déparaffinées. réhydratées et
soumises à la procédure suivante: trois traitements au micro-onde de 5 minutes chaque
dans 0,1 M de citrate de sodium. pH 6.0. à 240 watts suivis de 20 minutes laissé à
température pièce et d’un traitement final de 5 minutes au micro-onde dans le même
tampon à 240 watts. Les coupes furent ensuite traitées avec du H202 3 ¾ suivi d’une
incubation dans 300 mM de glycine. La réaction d’immunohistochimie fut réalisée dans
du PBS-0,1 ¾ Tween-20 (PBT). Le bruit de fond non-spécifique fut bloqué avec 10 % de
sérum de chèvre dans du PBT pour une heure à température pièce. Les coupes furent
rincées dans du PBS et les sections ont été incubées avec l’anticorps lapin anti-Nu;Tl
(SantaCrciz Biotechnology. 1:100) ou bien avec l’anticorps lapin anti-NeuroDi (1:500)
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pour 1 6 h à 4°C. Les complexes immuns furent révélés par un anticorps anti-lapin
biotinylé (1:150) (Vector Laboratory) couplé à la streptavidine conjugué à une
peroxidase de raifort (1: 1000) (NEM) en utilisant la diarninobenzidine comme substrat.
Pour les immunofluorescences, les coupes ont été déparaffinées et réhydratées pour
visualiser d’abord la fluorescence émise par le EGFP. Par la suite, les coupes furent
soumises aux mêmes traitements que pour l’immunohistochimie pour être incubées avec
l’anticorps souris anti-POMC (Cortex Biochem, 1 :200) pour la nuit. Finalement, la
cotocalisation EGfP/POMC a pu être possible suite à la révélation de la POMC
endogène avec l’anticorps anti-souris couplé à la rhodarnine (ImmunoPure Antibody.
1:200).
2. Extraction d’ARN et RT-PCR
L’extraction d’ARN, sur des hypophyses adultes et d’embryons (E 14.5 ou E17.5),
a été rendue possible grâce au système RNeasy Mini de QIAGEN, en suivant les
recommandations. La totalité de l’ARN extraite fttt précipitée à l’EtOH/acétate de
sodium 3 M (pH5.2) et repris dans le volume de RT (20 pi). Les ADNc furent obtenus
suite aux réactions de RT-PCR. Celles-ci ont été réalisées avec l’enzyme AMV-RT
(Promega) en suivant les recommandations. en utilisant un oligonucléotide polydl.
2.9 Réactions de Q-PCR
L’ADNc récupéré est par la suite analysé par Q-PCR. Les oligonucléotides
suivants ont été utilisés afin de quantifier l’expression EGFP au niveau de l’hypophyse
des différents temps du développement testés: 5’-TGA AGG GCA TCG ACT TCA
AGG A-3’ et 5”-TGG CGG ATC TTG AAG TTC ACC T-3’. Les oligonucléotides. 5-
AGT GAA CTG GCC ACA CAG AAG G-3’ et 5’-CTG CCG TIC TTG GTC ACG
ATC ATT-3’. pour l’amplification de Ipit ont servis de contrôle interne pour normaliser
l’expression EGFP. Chaque paire d’oHgonucléotides a été trouvée à l’aide du programme
Primer Quest d’ IDT (http://www.idtdna.com). Ils sont spécifiques, puisqu’ ils
n’amplifiaient qu’un seul produit (courbe de dissociation Mx3 005, Stratagene) avec la
bonne taille (gel d’agarose). Les résultats récoltés ont été analysés à l’aide du logiciel
Mx3 005.
2.10 Extraits totaux
Les hypophyses adultes et embryonnaires ont été disséquées. congelées
immédiatement sur glace sèche, pour ensuite être broyées et homogénéisées dans 50 d
(ou 15 jd pour les hypophyses d’embryons) de tampon A (10 mM RIPES pH79. 10 mM
KCI, 0,1 mM EGTA. 0.5 mM PMSF. 1 mM DTT, et 10 tg/ml d’inhibiteurs de protéases
(leupeptin, aprotinin et pejDstatin). Suite à la centrifugation (15 mm), 2 pi du surnageant
est utilisé pour la quantification des protéines par analyse Bradford. Le i-este du volume
d’extraits servira à I’immunobuvardage de type Western (Western blot).
2.11 Immunobuvardage de type Western (Western blot)
Les Western blots ont été faits tel que décrit précédemment (70). En bref, 25 g
d’extraits totaux provenant d’hypophyses adultes ou embryonnaires sont dénaturés dans
du tampon Laemmli (contenant 1 %SDS et 1 %f3—mercaptoéthanol). Les échantillons sont
déposés sur un gel SDS-PAGE dénaturant 1 0% (migration : 125V, 1 heure 30 min dans
mini-protéans Bio Rad). Les protéines sont ensuite transférées sur une membranes PVDF
(Amersham) par électro-transfert (transfert t 100v, 1 heure 15 min dans tampon de
transfert (25 mM Tris-HC1, 1 92 mM Glycine, 20 % éthanol (v/v). pi-I8.4). Les
membranes sont bloqctées avec du 5 ¾ lait/0,l ¾ Tween20/PBS. Les anticorps utilisés
anticorps primaire chèvre EGFP (1:500) ou lapin Tpit (1:1000) dilué dans 5 % lait/0,l %
Tween20/PBS: anticorps secondaire u-chèvre-HRP ou a-lapin-HRP dilués 1:25000 dans
5 ¾ lait/0,1 ¾ Tween20/PBS. La révélation se fait en utilisant le kit ECL-plus
(Amersham). Pour la révélation à l’aide du système Odyssey (LI-COR Biosciences), les
anticorps secondaires utilisés sont: a-chèvre-lRdye$00 (1:25000) pour le signal EGFP
(canal $00) et a-lapin-Alexa6SO (1:10000) pour le signal Tpit (canal 700). La
quantification pal- Odyssey a été fait en suivant les instructions décrites dans le guide
d’utilisation.
CHAPITRE 3: RÉSULTATS
3.1 Patrons d’expression des facteurs Nur77 et NeuroDi au cours du développement
hypophysaire
3.1.1 Patron d’expression de NeuroDi
En accord avec son rôle précoce dans la régulation transcripdonnelle de POMC.
NeuroDi possède une expression transitoire au cours du développement hypophysaire.
Les figures 3.la, b. e. d nous montre la cinétique d’expression de NeuroDl qui frit
réalisée à l’aide de l’anticorps NeumDl purifié. diflrent de celui de la publication
antérieure (84). Sur la figure 3.ld. nous pouvons constater que NeuroDi est exprimé à
des niveaux faibles chez l’adulte et que cette expression résiduelle semble être en partie
cytoplasmique.
3.12 Les membres de la famille Nur sont exprimés de façon ubiqukain tout
au long du développement hypophysaire
Comme Nur77 est un candidat potentiel pour le remplacement de NeuroDI dans
le maintien de l’expression de POMC. nous avons voulu vérifier la cinétique
d’expression de ce facteur au cours du développement hypophysaire. Étant donné
qu’aucun anticorps purifié ou disponible commercialement n’est efficace contre Nur77,
nous avons opté pour la cinétique d’expression de Nurrl (figure 3.le, f. g, h), un membre
homologue à Nur77 dans la sous-famille de récepteurs nucléaires orphelins. Puisque
l’ARNm de ces deux facteurs possède des patrons d’expression se chevauchant au sein
du cerveau de souris, tel que démontré par hybridation in silu (259), nous avons envisagé
une similarité entre le patron d’expression de Nurrl et celui de Nurll en
immunohistochimie. Comme on peut le remarquer, les membres de la famille Nur
semblent exprimés de façon ubiquitaire au niveau des tissus nerveux de même que dans
l’hypophyse en développement et adulte. Les figures 3.ld et h ne montre qu’une partie de
la glande adulte.
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Figure 3.1: Cinétique d’expression pour NeuroDi (a, b, e, d) et Nurri (e, f, g, h)
au cours du développement hypophysaire. On dénote la chute d’expression pour
NeuroDi aux alentours du jour E 16.5 suivit d’une faible expression chez l’adulte. Le
grossissement en d montre certains noyaux positifs de même qu’une expression
résiduelle qui semble être cytoplasmique pour quelques cellules. Pour sa part, le
marquage Nurri semble présent de façon ubiquitaire tout au long du développement
hypophysaire. Les figures d et h ne montrent qu’une partie de la glande adulte.
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3.2 Production des mutations de perte de fonction pour les cibles NeuroDi et Nur77
3.2.1 Les mutations de la boîte E lietiro et du NurRE abolissent la liaison de
leurs facteurs
Étant donné que NeuroDi possède une cinétique d’expression variable et que
Nur77 est activé dans la cellule en présence de CRH (7;192), leur élément de réponse
respectifs (la boîte Eiwuto et le NurRE) sont donc des candidats pour expliquer les
dynamiques «expression. Avant de vérifier l’importance in vivo de chacun de ces
éléments de réponse au cours du développement hypophysaire, nous nous sommes
premièrement assurés que les mcitations introduites dans ces sites abolissaient
complètement la liaison de leurs facteurs respectifs. Pour ce faire. j’ ai utilisé la technique
de retard sur gel (EMSA) à partir de sondes pour chacun des éléments (intacts vs mutés)
et de protéines synthétisées in vitro. Comme nous pouvons le voir à la figure 3.2. il n’y a
aucune liaison lorsque le tampon (piste ctrl pour contrôle) ou les réticulocytes seuls
(Réti t réticulocytes auxquels les plasmides d’expression n’ont pas été ajoutés) sont
utilisés. Afin de tester la liaison de NeuroDi à la boîte j’ai dû synthétiser in vitro
(dans les mêmes conditions) le partenaire de liaison de NeuroDi, le bHLH Pani. Comme
il fut montré précédemment (85), de même qu’à la figure 3.2a. NeuroDi ne peut lier son
élément de réponse qu’en hétérodimère avec des bHLHs ubiquitaires de classe I comme
Pani. Toujours à partir des protéines NeciroDl et Pani synthétisées in vitro, j’ai testé la
liaison de cet hétérodimère de bHLHs sur la boîte Eneuto mutée (CAGATG en CTACCG).
Comme nous pocivons le voir à la figure 3.2a (dernière piste). la liaison est abolie.
J’ai entrepris ensuite la même expérience, mais cette fois-ci, sur l’élément de
réponse à Nur77 (NGfI-B). le NurRE. Comme démontré antérieurement (1 92; 193),
Nur77 peut liei’ son élément de réponse en monomère ou en homo/hétérodimère avec les
différents membres de la famille Nur. La figure 3.2b montre la liaison de Nur77 en
homodimère au NurRE intact, une liaison sous forme de monomèi’e lorsqu’un des demi-
sites est muté. comme précédemment publié (192). et finalement une absence complète
de liaison lorsque les deux demi-sites sont mutés (figure 3.2b, dernière piste).
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Figure 3.2: Étude de liaison pour NeuroDi et Nur77 sur leur élément de réponse
respectifs intact vs muté. (a) L’hétérodimère de bHLHs NeuroDl/Panl ne lie plus
son élément de réponse. la boîte Eneuro, lorsque celle-ci est mutée. (b) La mutation
d’un demi-site du NurRE ne permet que la liaison en monomère. tandis que la double
mutation abolie complètement la liaison de Nur77 (aussi appelé NGfI-B) au NurRE.
(Ctrl: Contrôle. Réti: Réticulocytes seuls).
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3.2.2 Les mutations n’entraînent pas d’interférence fonctionnelle entre les
parties distale et centrale du promoteur POMC
Après avoir vérifié que les mutations introduites au sein de chacun des éléments
de réponse abolissaient la liaison de leurs facteurs respectifs. nous avons voulu nous
assurer que ces mutations n’entraînaient pas d’interférence fonctionnelle entre les parties
du promoteur. En effet. comme il existe une synergie entre les domaines distale (DE2C)
(144) et centrale (CE3) (83) du promoteur POMC. il était important que la mutation d’un
des deux sites ne nuise pas à l’activité transcriptionnelle de Vautre qui demeure intact.
Afin de procéder à cette vérification, j’ai transfecté les rapporteurs intacts et mutés pour
chacun des sites dans les cellules HEK293 avec une quantité des vecteurs d’expression
Tpit. Nur77 ou NeuroD î. Comme ces cellules expriment déjà des niveaux endogènes de
PitxÏ et Pan I, ces facteurs n’ont pas été ajoutés. Cette étude fut au départ entreprise avec
des constructions où les 500 pb dct promoteur POMC complet (intact, boîte EIO mutée
ou NurRE muté) y étaient clonées. Cependant, les résultats obtenus ne furent pas
concluants les activations suite aux surexpressions des différents facteurs étaient faibles
et peu reproductibles. Nous avons donc opté pour l’utilisation des rapporteurs
multimérisés. Afin d’avoir une activité transcriptionnelle signi ticative. j ‘ai cloné le DE2C
(contenant la boîte mutée oci bien le NurRE muté à ces deux demi—sites) en dimère
en amont du CE3 (site de liaison pour Tpit/Pitx) trimérisé. Ainsi, nous pouvions recréei’
la synergie entre les parties du promoteur et vérifier que les mutations n’entraînaient pas
d’interférence fonctionnelle.
À la figure 3.3. nous pouvons voir que la surexpression de Tpit seul ne rehausse
que faiblement l’activité transcriptionnelle des rapporteurs utilisés, Il en est de même
lorsque Von surexprime Nur77 ou NeuroD 1 individuellement de Tpit (85; l49;260). Par
contre, en présence de Tpit et Nur77 (NGF1-B) ou bien de Tpit et NeuroDi (figure 3.3a),
l’interaction entre les parties distale et centrale du promoteur POMC est possible,
permettant ainsi le rehaussement de l’activité transcnptionnelle. D’un autre côté.
lorsqu’on surexprime Tpit et Nur77. l’activité transcriptionnelle dct rapporteur boîte E.0
mutée (figure 3.3b) est comparable à l’activité du promoteur mctltimérisé intact (figure
3.3a). Par contre. on perd cette activité lorsqu’on sdn’expl’ime Tpit avec NeuroDl (figure
3.3b). Inversement, sur le rapporteur contenant la double mutation (lu NurRE (voir figure
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Figure 3.3: Vérification de la spécificité des mutations en transfection. Pour
chacun des rapporteurs transfectés (a, b, c), une dose de 75 ng de RSV-Tpit, 150 ng
de pCMX-Nur77 (NGFI-B) ou 150 ng du bHLH NeuroDi fut ajoutée. La synergie est
recréée sur le rapporteur intact, tandis que les mutations ne permettent plus
l’activation, sans toutefois générer d’interférence fonctionnelle entre les parties distale
et centrale du promoteur POMC. Les transfections ont été effectuées dans les cellules
HEK293 qui expriment des niveaux endogènes de Pitxl et Pani. Les résultats sont
représentés en terme dactivation par rapport à la valeur contrôle (placée
arbitrairement à 1) et représentent la moyenne de trois expériences indépendantes.
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3.3e). l’activité suite à la surexpression de Tpit et NeuroDi est semblable à celle obtenue
scir le promoteur multimérisé intact (figure 3.3a). En surexprirnant Tpit et Nur77, cette
activité sur le rapporteur NurRE muté est perdue (figure 3.3e). Ainsi, nous pouvons
conclure que les mutations introduites sont spécifiques et n’entraînent pas d’interférence
fonctionnelle entre les parties distale et centrale du promoteur POMC.
3.3 Production des souris transgéniques et mise au point des paramètres nécessaires
aux analyses qualitatives et quantitatives
3.3.1 L’expression EGFP au cours du développement est restreinte aux
cellules POMC chez les souris pPOMC-EGFP intact
Une fois la spécificité des mutations vérifiée, j’ai procédé à la production de
lignées stables de souris transgéniques exprimant la EGfP sous contrôle du promoteur
POMC (figure 3.4a et b). Avant d’entreprendre ce travail pour les constructions où le
promoteur est muté (boîte oct NurRE), des souris transgéniques poctr lesquelles le
promoteur POMC est intact ont servi à la mise au point entourant l’analyse qualitative et
quantitative de l’expression EGFP. Suite à la première micro-injection, un seul fondateui’
sur un total de 5 exprimait le transgène .J’ ai donc débuté avec l’analyse qualitative pal’
immunofluorescence pour l’expression du transgêne EGFP au cours du développement
hypophysaire de cette lignée porteuse du promoteur POMC intact (pPOMC-EGFP
intact). La figure 3.5 montre l’expression du transgène EGFP (a. b. e), l’expression de la
POMC endogène (d. e. t) et la colocalisation des deux signaux (g. h. i) au cours du
développement de l’hypophyse de même que chez l’adulte (la glande adulte n’est
représentée qu’en partie). Les lobes postérieur (LP). antérieur (LA) et intermédiaire (LI)
sont identifiés. Le lobe intermédiaire n’est pas présent à E 14.5. puisqu’il ne se développe
que vers E15.5.
3.3.2 Détection dti signal EGFP par immunobuvardage de type Western
Étant donné que la lignée pPOMC-EGFP intact exprimait la EGfP dans les
cellules POMC de l’hypophyse (corticotropes et mélanotropes). j’ai poursuivi avec la
détection du transgène par immunobuvardage de type Western (Western blot). Afin
d’é’aluer l’anticorps a-EGFP dont nous disposions,j’ai effectué une gamme de dilutions
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Figure 3.4: Construction des transgènes et représentation des fragments de
micro-injection. (a) La construction des trois transgènes fut effectuée à partir du
plasmide EGFP-N1 (Clontech). Le promoteur CMV fut remplacé par: pPOMC intact,
pPOMC boîte Eneuro mutée ou pPOMC NurRE muté. Le fragment injecté contient le
gène rapporteur EGfP (suivit de la queue polyA) sous contrôle des différents
promoteurs (voir le matériel et méthodes pour plus de détails). (b) Représentation
schématisée de chacun des fragments micro-injectés ayant été utilisé pour la
génération des lignées stables de souris transgéniques.
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figure 3.5: L’expression EGFP au cours du développement hypophysaire est
restreinte aux cellules POMC chez les souris pPOMC-EGfP intact. L analyse
qualitative nous montre, par immunofluorescence, l’expression du transgène EGfP
ta, b, c), de la POMC endogène (d, e, f) ainsi que la colocalisation des deux
signaux (g, h, I) au cours du développement hypophysaire de même que chez
l’adulte (la glande adulte n’est représentée qu’en partie). Les lobes postérieur (LP),
antérieur (LA) et intermédiaire (LI) sont identifiés. Le lobe intermédiaire n’est pas
présent à E14.5. puisqct’il ne se développe que vers E15.5.
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d’extraits protéiques totaux provenant d’une hypophyse de souris adulte de la lignée
pPOMC-EGfP intact dans un total de 25 tg d’extraits totaux d’une hypophyse sauvage
(WT) (figure 3.6a) .J’ ai utilisé Tpit comme contrôle de chargement, puisque ce facteur
n’est pas soumis à une régulation hormonale et par conséquent. ne varie pas en quantité.
Comme nous pouvons le constater à la figure 3.6a. l’anticorps chèvre dirigé contre la
EGFP est spécifique et sensible. puisque que la détection par chemiluminescence est
possible jusqu’à une dilution du signal EGFP d’environ 1000 fois.
Comme nous voulions quantifier de façon précise l’expression de la EGfP en
protéine, nous avons opté pour la révélation à l’aide de l’appareil Odyssey. Grâce à ce
système, nous allions pouvoir obtenir des valeurs numériques correspondant à l’intensité
de fluorescence émise pour chacun des signaux (démontré à la figure 3.8). Avant
d’entreprendre la quantification, j’ai effectué une gamme de dilutions d’extraits
protéiques totaux provenant d’une hypophyse de souris adulte de la lignée pPOMC
EGFP intact. Cette étape a permis de s’assurer que l’anticorps secondaire (a-chèvre
lRdye800) nous permettait d’obtenir un signal suffisant pour la détection par l’Odyssey
(figure 3.6b). Encore une fois. Tpit a servi de contrôle de chargement.
3.3.3 Détection et quantification du signal EGFP aux différents stades
embryonnaires du développement hypophysaire
L’objectif du projet étant de vérifier l’importance de la boîte Eeuio et du NurRE au
cours du développement hypophysaire,j’ai mis au point les paramètres de détection et de
quantification de l’expression de la EGfP à différents stades du développement à l’aide
de la lignée promoteur POMC intact. À la figure 3.7a. 25 tg d’extraits protéiques totaux
provenant d’une hypophyse transgénique embryonnaire au jour E 17.5 fut déposé sur gel
SDS-PAGE. Comme nous pouvons le voir sur la figure. la détection de la EGFP par
immunobuvardage de type Western est toujours possible à l’aide de l’anticorps a-EGFP
précédemment utilisé pour l’analyse chez l’adulte (à la figure 3.6). À un temps plus
précoce du développement, à E 13.5. la dissection est plus laborieuse, mais tout de même
possible et la quantification du signal EGFP se fait suite à la RT-QPCR. Comme le
montre la figcire 3.7b. le messager EGFP est amplifié de façon significative. La courbe
d’amplification pour Tpit sert à la normalisation de l’expression EGFP.
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Figure 3.6: Les niveaux d’expression de EGFP permettent la détection par
immunobuvardage de type Western (Western blot). Gamme de dilutions d’extraits
protéiques totaux provenant d’une hypophyse de souris adulte transgénique (1g) de ta
lignée pPOMC-EGFP intact dans un total de 25 jig (a) ou 15 ig (b) d’extraits
protéiques totaux d’une hypophyse sauvage (WT). La première piste de (a) et (b) ne
contient que respectivement 25 jig ou 15 ig «extraits hypophysaires sauvages sans
extrait hypophysaire transgénique. La révélation a été effectuée par
chemiluminescence (ECL) (en a) et par fluorescence à l’aide du système Odyssey (en
b). Ipit a servi de contrôle de chargement dans les deux cas.
y
—
65
a Extraits WT Extraits tg pPOMC
E17.5 (25 tg) intact E 17.5
—3OKDa
b
_
— —
006
w
00 ...... .
.1
Tpit
Û4
I
I
EGFP
00 i -
.
..•
• ! ‘ 8 Utr1:
Figure 3.7: La détection et la quantification de la EGFP sont possibles aux
différents stades embryonnaires du développement. (a) La détection du signal
EGFP est possible par immunobuvardage de type Western sur 25 tg d’extraits
protéiques totaux provenant d’une hypophyse transgénique embryonnaire au jour
E17.5. (b) Quantification par RT-QPCR du messager E-GfP provenant d’une
hypophyse transgénique embryonnaire au jour E 13.5. Le contrôle négatif (ctrl-) résulte
d’une RT-QPCR à partir d’une hypophyse sauvage. La courbe d’amplification Tpit
sert à la normalisation de l’expression EGFP.
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3.4 Analyses quantitative et qualitative de l’expression EGFP pour les lignées
promoteurs boîte EI)cIIro mutée et NurRE muté
3.4.1 Production des lignées transgéniques stables pPOMC-EGFP boîte f iletiro
mutée ou NurRE muté
Après avoir mis au point les différents paramètres qualitatifs et qtiantitatifs
d’expression du transgène EGfP à partir de la lignée promoteur POMC-EGfP intact.j’ai
procédé à la production de lignées stables de souris transgéniques mutées pour la boîte
E111, ou pour le NurRE (voir la figure 3.4a et b). Comme une setile lignée promoteur
POMC-EGFP intact exprimait le transgène jusqu’à ce moment, j’ai généré d’autres
lignées de ce type afin de permettre une éventuelle analyse statistique des résultats. La
caractérisation des lignées pour chaque transgène par Southem blot révéla de 2 à 10
copies/génome pour les lignées promoteur POMC intact. 2 à 1 5 copies/génorne pour les
lignées boîte Etieui.e, mutée ainsi que 2 à 25 copies/génome pour les lignées NurRE muté
(résultats non montrés).
3.4.2 Quantification de l’expression du transgène EGFP en protéine par le
système Odyssey
Étant donné que l’anticorps EGFP était spéciflqcie et donnait un signal suffisant
pour sa détection. il fut utilisé pour détecter et quantifier l’expression du transgène EGEP
chez l’adulte pour une souris dont le promoteur POMC-EGFP comportait une mutation
de la boîte E1.0. Pour les besoins de la quantification par le système Odyssey, une
gamme de dilutions d’extraits protéiques totaux provenant d’une hypophyse de souris
adulte de la lignée promoteur POMC-EGf P intact fut préparée dans un total de 1 5 tg
dextraits protéiques totaux d’une hypophyse sauvage (figure 3.$ pistes 2, 3. 4. 6 et 7). A
la piste 5. j’ai déposé 15 ig d’extraits protéiques totaux provenant d’une hypophyse de
souris adulte pPOMC-EGFP boîte EUCUI.() mutée. Après révélation et quantification de la
fluorescence par le système Odyssey, on ne constate aucun signal quantifiable en
protéine pour cette lignée mutée (figure 3.8 piste 5). Comme à l’habitude. Tpit fut utilisé
à titre de contrôle de chargement.
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Figure 3.8: Quantification de l’expression du transgène EGFP en protéine par le
système Odyssey. Gamme de dilutions d’extraits protéiques totaux provenant d’une
hypophyse de souris adulte transgénique (Tg) de la lignée pPOMC-EGFP intact (pistes
2, 3, 4, 6 et 7) dans un total de 15 tg d’extraits protéiques totaux d’une hypophyse
sauvage (WT). La première piste ne contient que 15 tg d’extraits totaux
hypophysaires sauvages. La piste 5 contient 15 tg d’extraits totaux d’une hypophyse
adulte de la lignée pPOMC boîte Eieuro mutée. La révélation ainsi que la quantification
ont été effectuées par fluorescence à l’aide du système Odyssey. Tpit a servi de
contrôle de chargement. (Se référer au matériel et méthodes pour plus de détails).
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L ‘immunobuvardage couplé à la révélation par le système Odyssev ne permet pas
la détection ainsi que la quantification de l’expression EGFP chez l’adulte pour la lignée
promoteur POMC-EGFP boîte Eieuo mutée (expression sous le seuil de détection).
Comme nous n’avions aucune certitude au sujet des niveaux d’expression potentiels chez
les embryons. nous avons opté pour la quantification de l’expression EGFP par RT
QPCR pour les lignées intactes et mutées. Les tests d’expression aux différentes étapes
du développement embryonnaires furent aussi effectués par RT-QPCR.
3.4.3 Quantification par RT-QPCR de l’expression du transgène EGFP au
cours du développement hypophysaire
Afin de connaître précisément l’importance in i’ivo de chacun des sites (boîte
Eiieuro et NurRE) au cours du développement hypophysaire. j’ ai procédé à la
quantification du signal EGFP par RT-QPCR. Suite à la deuxième micro-injection.
plusieurs lignées positives pout’ l’expression EGFP ont été obtenues. Les différentes
valeurs moyennes d’expression EGFP obtenues chez l’adulte par RT-QPCR pour
chacune des lignées sont représentées au tableau I. Celles-ci sont calculées en
pourcentage d’expression EGFP par rapport à la lignée pPOMC-EGfP intact 862.
Puisque cette lignée a été utilisée pour la mise au point des différents paramètres
qualitatif et quantitatif. elle fut aussi considérée comme lignée de référence. Le tableau I
indique aussi le nombre de souris analysées par lignée. Trois lignées stables par transgêne
(promoteur intact, boîte EIejr( mutée ou NurRE muté) exprimant la EGFP ont été
conservées pour les fins de l’analyse d’expression au cours du développement. Les
numéros des lignées conservées sont présentés aux figures 3.9 et 3,10.
La figure 3,9 montre les résultats obtenus pour chacune des lignées des trois
différents transgènes sous torme de pourcentage d’expression par rapport à la lignée
promoteur POMC-EGFP intact $62 à E14.5 (figure 3.9a). à E17.5 (figure 3.9b), de même
que chez l’adulte (voir figure 3.9c). Pour chaque transgène (pPOMC intact, boîte Eur()
mutée et NurRE muté), la moyenne d’expression EGFP pour les trois lignées est
représentée par la bande hachurée. Les variations entre les niveaux d’expression au sein
des lignées pour un même transgène sont dues à l’intégration de ce dernier dans des
régions chromosomiques diffél’entcs. aflectant ainsi les niveaux de transcription du gêne
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Transgène Lignée Nombre de
souris analysées
Pourcentage moyen
d’expression EGFP
$62 12 100
\iirRl t’:b 78
846 3 48
843 3 12
870 3 0.3
‘irIF: bo’
—L 880 3 1.2
914 4 0.4
940
103
10$
113
132
2
5
3
3
3
0.4
0.5
0.3
1.4
0.4
Tableau I: Représentation du pourcentage moyen d’expression EGFP (par
rapport à la lignée pPOMC-EGFP intact 862) pour chaque lignée de chacun
des transgènes chez l’adulte. Les valeurs «expression EGFP ont été obtenues par
RT-QPCR et furent normalisées par 1’ARNr 40$.
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Figure 3.9: Quantification par RT-QPCR de l’expression du transgène EGFP
(pPOMC intact vs muté) au cours du développement hypophysaire. (a)
Pourcentage d’expression EGFP (par rapport au pPOMC intact) de trois lignées
pour chacun des trois transgènes (pPOMC-EGFP intact, boîte Eiieuro mutée OCL
NurRE muté) au temps E14.5. (b) Idem qu’en ta). mais au temps E17.5. (c) Idem
qu’en ta), mais au temps adulte. Les bandes hachurées représentent les moyennes
(Moy) d’expression EGFP des trois lignées pour chaque transgène. Les numéros
des lignées utilisées sont indiqués au bas de la figure. L’expression EGFP fut
normalisée par l’ARNr 40S.
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rapporteur. Étant donné que l’analyse de l’expression EGFP par RT-QPCR au cours du
développement a montré que Tpit varie selon le stade développemental, la normalisation
fut effectuée à partir de l’ARNr 40S.
En comparant les moyennes d’expression dci transgène EGFP à E14.5 (figure
3.9a). on peut voir qcie la mutation de la boîte E1110 affecte l’expression EGFP tel que
montré par le pourcentage d’expression résiduel aux alentours des 30%. D’un autre côté.
la mutation du NurRE semble toujours permettre un niveau significatif d’expression. À
E17.5. les pourcentages résiduels d’activité chez les mutants boîte Ejieuro et NurRE sont
respectivement d’environ 20% et 40% (figure 3.9b). Finalement, comme nous pouvons
l’observer à la !igure 3.9e. la mutation (boîte Eneu.o ou NurRE) des promoteurs entraîne
une absence d’expression du transgène EGFP chez l’adulte comparativement au
promoteur intact.
3.4.4 Profils d’expression du transgène EGFP sous contrôle des promoteurs
POMC intact, boîte Elleliro mutée ou NurRE muté
La figut’e 3.10 montre le corollaire de l’analyse qctalitative d’expression dci
transgène EGFP pal’ immunofluorescence pour les promoteurs POMC-EGFP intact, boîte
mutée et NurRE muté. En 3.1 Oa. e et e, j’ai représenté graphiquement le rapport (en
pourcentage) du nombre de cellules EGFP sut’ le nombre de cellules ACTE-I (en faisant la
moyenne de trois comptes) à E14.5 (figure 3.lOa). à E17.5 (figure 3.10e) ainsi que chez
l’adtilte (figure 3.10e) pour chacun des transgènes représentés au haut de la figure 3.lOb.
Les immunofluorescences obtenues en 3. lOb. d et f montrent l’expression dci transgène
EGf P. de la POMC endogène (révélée pal’ la détection de l’ACTE-1) ainsi que la
colocalisation des deux signaux au temps E14.5 (figure 3.lOb), E17.5 (figure 3.lOd) et
chez l’adulte (fifwre 3.1 0f. la glande adctlte n’est représentée qu’en pai’tie) pocir les
promoteurs POMC intact, boîte Ejeuj.() mutée et NurRE muté. La comparaison qualitative
entre les niveaux d’expression des différents transgènes peut être ainsi obtenue à chacun
des temps de l’étude. Les grossissements aux figures 3.lOb, cl et f montrent la
colocalisation (de couleur jaune) des signaux EGFP et ACTH pour quelques cellules des
trois transgènes à chacun des stades du développement hypophysaire.
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Figure 3.10: Profils d’expression au cours du développement hypophysaire du
transgène EGfP (promoteur POMC intact vs muté), de POMC (ACTH) et
colocalisation. ta) Rapport (en %) du nombre de cellules EGFP sur ACTH pour le
promoteur POMC intact (lignée 862), boîte Eneuro mutée (lignée 914) et NurRE muté
(lignée 113). (b) Profils d’expression (EGfP. ACTH et colocalisation) à E 14.5 pour le
promoteur POMC intact vs boîte Enetro rnLltée ou NtirRE muté. (e) Idem qu’en (a), mais à
E17.5. (d) Idem quen (b). mais à E]7.5. (e) Idem qu’en (a). mais au temps adulte. (f)
Idem qu’en (b). mais au temps adulte. Le temps adulte ne montre qu’une partie de la
glande. Chaque cotocalisation est montrée en agrandissement.
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La quasi-totalité des cellules AC’TH de la lignée promoteur POMC’-EGFP intact
est EGFP positives pour chacun des temps du développement et ce. dans les lobes
antérieur et intermédiaire (le lobe intermédiaire n’est présent qu’aux alentours du stade
E 15.5). D’un acttre côté, très peu de cellules du lobe antérieur expriment le transgène
EGFP lorsqu’il est contrôlé par le promoteur boîte mutée à E14.5. E17.5 de même
que chez l’adulte. De plus. l’expression y est complètement perdue dans le lobe
intermédiaire (figure 3.1 Od et f). Quelques cellules de l’adénohypophyse émettent cm
signal EGf P à E 14.5 pour le transgène sous contrôle du promoteur POMC-EGFP NurRE
muté. Par contre. le signal dans le lobe antérieur diminue drastiquement et devient absent
du lobe intermédiaire à El 7.5. Tout comme pour le transgène boîte Eieijro mutée.
l’expression résiduelle est presque nulle dans chaque lobe de l’hypophyse adulte NurRE
ni uté.
3.5 Conclusion
En conclusion, le nouvel anticorps contre NeuroDl a permis de confirmer, en
immunohistochimie. qcte ce facteur possède une cinétique d’expression décroissante au
cours du développement hypophysaire. D’un autre côté. même si le profil d’expression
de Nur77 semblait invai-iable (à partir des résultats obtenus avec l’anticorps Nurri). il
n’en demeurait pas moins un candidat potentiel de remplacement de NeuroD I dans le
maintien de l’expression histo-spécifique du gène POMC. Afin de vérifier les hypothèses
de travail, la production de souris transgéniques exprimant le transgène pPOMC-EGFP
fctt entreprise suite à l’obtention des promoteurs POMC comportant des mutations
spécifiques pour les éléments de réponses de NeuroDl et de Nur77.
Après la mise au point des paramètres nécessaires aux analyses quantitatives et
qualitatives, l’expression EGFP des trois ti’ansènes produits fut visualisée pal’
immunofiuorescence ainsi que quantifiée par RT-QPCR aux différents stades du
développement. Ces analyses ont permis de démontrer l’importance relative in vivo de
chacun des sites (boîte ElLII-() et NurRE) dans la régulation développementale de
l’expression hypophysaire du gène POMC.
CHAPITRE 4: DISCUSSION
4.1 Cinétique d’expression de NeuroDi et Nur77
Le bHLH NeuroDi est un activateur spécifiqcie de la transcription dci gène POMC
($4). Son expression au sein des cellules ACTH ($4) précède de peu l’apparition de
POMC au jour embryonnaire 12.5 du développement hypophysaire murin ($4; 149), lui
imputant donc un rôle possible dans la différenciation corticotrope. Ce rôle fut d’ailleurs
mis en évidence par l’étude des souris ayant subies l’ablation du gène NeuroDi. Comme
il fut précédemment publié (149). le phénotype hypophysaire associé à ces souris est un
retard dans la différenciation corticotrope précoce (vers E13.5) qui est compensé de
façon tardive (vers E16.5). Ce retard dans la différenciation corticotrope est soutenu par
le délai dans l’expression de POMC. Malgré son arrivée précoce. NeuroDi montre une
expression transitoire au niveau de l’hypophyse entre les jours 12 et 15 du
développement murin ($4) qui coïncide avec le délai dans l’apparition des corticotropes
chez la souris NeuroDL. Les résultats obtenus à la figure 3.la. b. e et d. de même
qu’une publication antérieure ($4). montrent qcte l’expression de NeuroDl diminue
effectivement vers les jours Fis-16 du développement pour devenir très faibles chez
l’adulte. Cette expression résiduelle chez l’adulte semble être en partie cytoplasmique
(figure 3.ld).
En ce qui concerne la localisation intracellulaire de NeuroDi. la littérature
indique que la phosphorylation de ce facteur régule sa localisation subcellulaire dans les
cellules [3 du pancréas. En effèt. ii semble qu’une stimulation de ces cellules par le
glucose influence la proportion cytoplasmique de NeciroDi par un mécanisme impliquant
la voie de signalisation MAPK (261). Avec l’établissement de l’axe HPA vers E 15-16 du
développement, la circulation sanguine qui atteint l’hypophyse permet à celle-ci d’être en
contact avec différentes molécules, comme le CRH hypothalamique par exemple.
Puisque le CRH active la voie MAPK suite à sa liaison acix récepteurs des corticotropes
(1 $0). nous pourrions avoir un mécanisme semblable de relocalisation cellulaire pour
NeuroDl dans ces cellules. La relocalisation cytoplasmique de NeuroDi finirait par
atteindre une proportion relative plus élevée chez l’adulte. telle que montré à la figure
3.Id.
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La chute d’expression de NeuroDi coïncide avec l’établissement du système
poi’e hypothalamo—hypophysaire. À ce moment, plusieurs facteurs se retrouvent induits
dans les cellules corticotropes lorsque celles-ci commencent à recevoir des signaux CRH
émanants de l’hypothalamus (1 77;262). Un de ces facteurs induits, le récepteur nucléaire
orphelin Nur77, vient lier l’ADN à son élément de réponse. le NurRE. situé à seulement
5 paires de bases du site de liaison de NeuroDl. la boîte Eieuo. Étant donné ces indices
spatio-temporels. j’ai voulu vérifier si Nur77 montrait un patron d’expression qui serait
en accord avec un rôle potentiel de remplacement de NeuroDl dans le maintien de
l’expression de POMC. L’analyse par immunohistochimie de l’expression de Nurri. un
membre de la famille des récepteurs nucléaires orphelins qui montre une distribution
comparable à celle de Nur77 (259), ne révèle cependant pas la présence d’un signal
augmenté aux alentours de F16 (figure 3.le, L g, h). En effet, cette classe de facteurs
semble conserver une expression stable et ubiquitaire au sein du tissu neural ainsi que
dans l’hypophyse au cours du développement de même que chez l’adulte.
4.2 Analyses quantitative et qualitative de l’expression EGFP in vivo pour les lignées
porteuses d’un promoteur POMC muté
Après avoir procédé à la production de mutations spécifiques pour chacun des
sites à l’étude, à l’établissement de lignées transgéniques pPOMC-EGFP intact et muté,
ainsi qu’à la mise au point des paramètres nécessaires aux analyses qualitatives et
quantitatives, j’ai pu enfin obtenir les résultats relatifs à l’importance in vivo des sites
NurRE et boîte Eneum au cours du développement hypophysaire.
La très faible expression EGFP à E14.5 chez le mutant boîte Fneuio révèle que cet
élément de réponse est important pour l’expression POMC de façon précoce. Ce résultat
concorde avec la forte expression de NeuroDi à Fl4.5 (figure 3.la) ainsi qu’avec les
données obtenues précédemment en cellules AtT-20 (84). Ces résultats antérieurs qui
suggéraient que la boîte Eneno était un élément essentiel du promoteur POMC sont donc
confirmés par les données in vivo, tel que démontrées par le présent mémoire. Une
approche in vivo avait déjà apporté des renseignements au sujet de l’importance de la
boîte E11110 de tçon quantitative, mais ces données avaient été obtenues à laide de souris
ayant le promoteur distal délété en entier (84). De plus, ces valeurs quantitatives
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n’avaient été visualisées que chez l’adulte et non au cours du développement
hypophysaire. Les valeurs obtenues à E 14.5 montrent que le faible pourcentage
d’expression EGFP par rapport à la lignée promoteur POMC intact $62 (figure 3.9a) se
reflète qualitativement et quantitativement par un ratio très bas de cellules EGFP sur
ACTH en immunofluoresccence (figure 3.lOa, b).
La boîte Eneuic, possède une importance croissante. puisque l’expression EGFP
relative se trouve diminuée davantage à E17.5 comparativement au tetllps E14.5 (figure
3.9b vs a). Ceci nous indique donc que la boîte Eiuio demeure importante même si
NeuroD 1 chute en expression, suggérant ainsi que le remplaçant potentiel permettant le
maintien de l’expression POMC soit de nature bHLH. Encore une fois, les analyses
qualitative et quantitative montrent qu’il ne reste qu’un faible pourcentage de cellules
EGFP comparativement à la lignée pour laquelle le promoteur est intact (figure 3.10e, d).
De plus. le signal EGFP est complètement éteint du lobe intermédiaire (figure 3.lOd).
Puisque les mélanotropes se différencient juste avant la chute d’expression de NeuroDi.
que la mutation de la boîte E,ujo entraîne une extinction du signal EGFP du lobe
intermédiaire et que NeuroDl n’y est pas exprimé, l’implication d’un bHLH originant du
lobe intermédiaire est à considérer. En effet, celui-ci pourrait venir prendre la relève de
NeuroDi au-delà de E15, permettant ainsi le maintien de l’expression POMC dans les
corticotropes.
De son côté, l’expression EGFP associée au transgène NurRE muté diminue
légèrement par rapport au transgène promoteur intact à E14.5 (figure 3.9a). Ce résultat
est surprenant. puisque le système porte hypothalarno-hypophysaire n’est pas en place à
ce stade. Comme Nur77 est fortement induit en réponse aux signaux CRH
hypothalarniques (180). il était envisageable de penser que le site NurRE n’allait montrer
une importance qu’aux alentours de E16. c’est-à-dire au moment où l’axe HPA devient
fonctionnel et que l’hypophyse commence à recevoir des signaux en provenance de
l’hypothalamus (177). Par contre, en tenant compte de la bane d’erreur, le pourcentage
d’expression EGFP demeure près de la valeur moyenne obtenue pour le promoteur intact.
En effet, puisque nous observons des variations parfois significatives entre les niveaux
d’expression au sein des lignées pour un même transgène, il est possible d’obtenir des
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écarts types plus élevés. Ces variations sont dues à l’intégration du transgène dans des
régions chromosomiques différentes, affectant ainsi les niveaux de transcription du gène
rapporteur. D’un autre côté, le ratio de cellules EGfP sur ACTH en immunofluorescence
semble indiquer une diminution notable qualitative, lorsque comparé au promoteur intact
(figure 3.lOa. b). Par conséquent, nous pouvons donc prétendre que le site NurRE
possède une importance relative à El4.5. Une explication possible de ce résultat pourrait
être que cet élément de réponse possède un rôle potentiel à titre de point d’ancrage pour
un mégacomplexe protéique nécessaire à la transcription de POMC. La perte de ce point
d’ancrage entraînerait donc une diminution de la stabilité du complexe. résultant en une
baisse d’expression.
De façon plus tardive, à El 7.5. on observe à la figure 3.9b. que l’élément NurRE
possède une importance plus considérable, tel que montré par une chute plus prononcée
de l’expression EGFP. Étant donné que l’axe HPA se trouve fonctionnel depuis environ
une journée et demie et qu’une induction de Nur77 s’en suit, le site NurRE se retrouve
davantage solicité. Ce résultat était prévisible, puisque l’action d’une stimulation CRH
converge vers le NurRE comme cible principale du promoteur POMC (192). Concernant
le point de vue qualitatif, le niveau d’expression EGFP moyen obtenu en QPCR pour les
lignées NurRE muté (figure 3.9b), corrèle avec le faible signal EGFP observé en
immunofluorescence dans l’hypophyse à E 17.5 (fïgure 3.lOc. U).
Un résultat intéressant vient de l’analyse de l’expression EGfP dans le lobe
intermédiaire des hypophyses NurRE muté. En effet, le signal EGFP y est complètement
éteint (figure 3. bd). Pourtant, les cellules mélanotropes du lobe intermédiaire n’ont
jamais été montrées comme étant capables de répondre à une stimulation CRI-L
probablement parce qu’elles ne possèdent pas le récepteur. Cependant, puisque
l’expression EGFP est absente de ce lobe lorsque le NurRE est muté, il est raisonnable de
penser que l’importance du NurRE relèverait soit de l’activité de facteurs Nur
constitutivement actifs dans les mélanotropes ou d’une activation par d’autres signaux
que le CRH. De plus, l’idée d’un rôle potentiel du NurRE à titre de site d’ancrage d’un
mégacomplexe transcriptionnel, comme le stipule l’hypothèse formulée plus haut pour
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tenter «expliquer la diminution «expression EGFP au sein des corticotropes à E 14.5.
pourrait être également à considérer dans le lobe intermédiaire.
Il est à noter que le site NurRE chevauche une partie de F élément de réponse de
STATÏ/3 (237). La mutation du NurRE ayant servis à la production du transgène touche
la partie 5’ de ce site STATI/3. Il fut démontré que la signalisation LIF joue un rôle en
tant que modulateur paracrine ou autocrine dans la réponse au CRI-l et que l’expression
de POMC, de même que la sécrétion d’ACTH induite par Lif, sont dépendantes de
STATI/3 dans les cellules AtT-20 (235). La mutation du NurRE touchant le site
STAT1/3 serait donc également une hypothèse pour expliquer la diminution «expression
EGFP dans les corticotropes à E14.5, ainsi que l’absence d’expression dans le lobe
intermédiaire à El 7.5 pour les hypophyses NurRE muté.
Dans le même ordre d’idée. une publication récente suggère que l’élément
NurRE/STAT du promoteur POMC serait la cible prédominante de la synergie CRH-LIF
(263). La liaison à l’ADN des deux facteurs de transcription impliqués, Nur77 et
STATI/3, semble effectivement requise pour une synergie optimale (263). Les auteurs
montrent que lors d’une stimulation LIF-CRH. l’activation de Nur77 et STATI/3 permet
la mobilisation du facteur CREB qui vient stabiliser leur liaison au promoteur POMC,
tout en facilitant le recrutement de coactivateurs. La liaison de ces facteurs est abolie par
les mutations appropriées. Les mutations utilisées dans cette publication ne sont
cependant pas celles qcli ont servis à la production des souris transgéniques pPOMC
EGFP NurRE muté.
Afin de vérifier si la liaison de STAT1/3 est affectée par la mutation du NurRE
utilisée en transgénèse. nous pourrions procéder par étude de liaison (EMSA). À partir
d’extraits de cellules AtT-20 stimulés par le LIF. permettant ainsi la forme activée du
facteur STATI/3, il serait possible de voir l’effet de la mutation sur la liaison à une sonde
NurRE-STAT muté versus intact. La forme mutée de ce site serait évidemment la
séquence utilisée en transgénêse où le NurRE est muté.
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De plus. dans le but d’évaluer l’impact fonctionnel de la mutation sur la
transcription. il serait possible de stimuler par le LIF les cellules AtT-20, transfectées
préalablement avec le rapporteur contenant la séquence NurRE muté qui fut utilisée en
transgénèse. L’activité transcriptionelle de ce rapporteur pourrait ère comparée à celle
obtenue à partir d’un autre rapporteur ayant la séquence intacte. Puisque les résultats
obtenus en transfection dans le contexte du promoteur entier sont habituellement peu
reproductibles. l’utilisation de rapporteurs multimérisés contenant le site NurRE-STAT
intact versus muté serait davantage à envisager.
Finalement, les résultats obtenus chez l’adulte nous révèlent que les sites NurRE
et boîte EI1CLII-() sont essentiels à l’expression de POMC au sein des deux types cellulaires
hypophysaires l’exprimant, c’est-à-dire les mélanotropes du lobe intermédiaire ainsi que
les corticotropes du lobe antérieur. Comparativement à la quantification de l’expression
associée au transgène composé du promoteur intact, l’expression EGfP est pour ainsi
dire absente, autant pour le transgène porteur d’un promoteur boîte Eneuro mutée que
NurRE muté (figure 3.9e). De façon qualitative, on constate clairement la perte
d’expression EGfP engendrée par les mutations versus un puissant signal chez l’adulte
lorsque le promoteur demeure intact (figure 3.10e. f). D’ailleurs, il est difficile de
confirmer que les cellules présentées en agi’andissement (figure 3.l0f) des hypophyses
mutantes sont vraiment des cellules hypophysaires exprimant une quantité résiduelle de
EGFP et non un artéfact lié à de l’autolluorescence. Ces données d’expression chez
l’adulte concordent avec la diminution marquée d’activité transcriptionnelle in vivo
obtenue antérieurement suite à la production de souris transgémques ayant une délétion
complète de la partie distale du promoteur POMC ($4).
4.3 Perspectives
Le facteur hUER NeuroD 1 a été montré comme étant exprimé de façon transitoire
dans les neurones en différenciation au cours de l’embi’yogenèse (147) de même qu’au
sein de l’hypophyse en développment ($4). Aussi, d’autres tissus requiérant l’activité de
facteurs bHLHs pour leur développement et différenciation expriment séquentiellement
différents membres de cette famille de facteurs de transcription (264). Ainsi, l’absence
apparente d’un phénotype drastique au cours du développement neuronal et hypophysaire
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chez les souris mutantes pour NeuroDl pourrait résulter d’une compensation de la part de
d’autres bHLHs ayant des patrons d’expression chevauchant celui de NeuroDl.
Dans l’optique de poursuivre le projet. un autre étudiant du laboratoire, Lionel
Budry, s’est proposé pour évaluer les candidats bHLHs potentiels exprimés dans
l’hypophyse qui pourraient venir jouer un rôle redondant avec NeuroDL Des hypophyses
de souris CD1 ont été disséquées aux différents temps du développement de même que
chez l’adulte. À ce stade de maturité, il fut possible de séparer les lobes intermédiaire et
antérieur. Ensuite, l’ARNm fut isolé des hypophyses de chaque temps et hybridé sur une
puce Affymetrix. Les profils d’expression de plusieurs facteurs ont alors été obtenus pour
finalement être analysés à l’aide du logiciel Gene Spring de Silicon Genetics. Les patrons
d’expression des bHLHs candidats sont représentés à la figure 4.1.
Sur la figure 4.1. nous pouvons observer la diminution d’expression de NeuroDi
aux alentours de E15-16 pour finalement atteindre un niveau faible au sein du lobe
antérieur chez l’adulte. Comme déjà mentionné, NeuroDi n’est pas présent dans le lobe
intermédiaire. Le bHLH Ascli. aussi appelé Mashi, montre un profil semblable à celui
de NeuroDi avec cependant une expression maintenue entre E15 et l’adulte. De plus. ce
facteur semble être très fortement exprimé au sein des cellules mélanotropes du lobe
intermédiaire. De pair avec le pénotype obtenu chez les souris tl’ansgéniques pPOMC
boîte Eneuro mutée. où le signal EGfP est complètement éteint dans lobe intermédiaire.
l’expression élevée de Mashl dans ce lobe fait de ce facteur un candidat de premier plan
au remplacement de NeuroDl dans le maintien de l’expression POMC au-delà de E15.
En ce qui concerne Mashi, la littérature indique qu’il se retrouve confiné dans le
système nerveux central en développement ainsi que dans le sysème nerveux
périphérique (264). La production de souris mutante pour ce gène n’a pas révélé de
phénotype discernable au sein du système nerveux central ou dans la rétine. suggérant
que les fonctions de Mashi pourraient être redondantes dans ces structures (264).
D’ailleurs. il fut démontré qu’un autre bI-TLH, Math3, était coexpl’imé avec Mashl dans
différentes régions du système nerveux central en developpement (265). La redondance
fonctionnelle entre ces deux facteurs a été davan (age envisagée suite à la production des
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Figure 4.1: Profils d’expression hypophysaire des bilLils ayant un rôle
redondant potentiel avec NeuroDl. Les ARNrn des hypophyses de souris CD aux
différents temps du développement ont été hybridés sur une puce Affyrnetrix afin
d’obtenir les profils d’expression représentés. Ceux-ci ont été analysés à l’aide du
logiciel «Gene Spring» de «Silicon Genetics». Au temps adulte, les résultats obtenus à
partir de I’ARNm des lobes antérieur (AL) et intermédiaire (IL) sont aussi représentés.
Adapté de Lionel Budry (résultats non publiés).
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souris mutantes pour les deux gènes. Chez ces souris, l’apparition des neurones est
bloquée aci stade de précurseur neural dans les régions où les deux gènes sont coexprimés
(265).
Par contre, un autre groupe, composé de Siew-Lan Ang et de ses collègues, a
récemment repris les souris MashL dans le but de vérifier son rôle dans la
différenciation des cellules neuroendocrines hypothalamiques. Leur analyse s’est
transposée jusqu’à l’hypophyse. mais leurs résultats n’ont révélé aucun phénotype
hypophysaire concernant l’expression de POMC chez les embryons Mashi - - (article en
soumission). Cependant, les auteurs avouent ne pas avoir porté leur analyse hypophysaire
dans les moindres détails.
La figure 4.1 nous montre également le patron d’expression d’un autre bHLH.
NeuroD4 (aussi appelé Math3). Son profil débute d’une façon comparable à NeuroDl
jusqu’à E14 pour ensuite conserver une expression maintenue jusqu’au temps adulte. En
ce qui concerne le lobe intermédiaire, Math3 n’y semble pas présent. Cependant. une
autre étude effectuée sur les souris NeuroD Ï - - montrent un phénotype au niveau de la
rétine (où NeuroDl/4 sont exprimés) qui est semblable à celui observé dans l’hypophyse.
En effet. les cellules amacrines, interneurones de la couche nucléaire interne de la rétine.
ont une différenciation retardée chez les souris NeuroD 1 -. sans toutefois montrées une
quantité de cellules diminuée de façon tardive (266). A ce propos. le nombre de cellules
retourne à des niveaux normaux à P12. indiquant que NeuroDi seul n’est pas suffisant
pour le développement des ces cellules rétiniennes (266). Ce phénotype pourrait être
attribuable à la redondance des facteurs hHLHs. De façon similaire à Neui’oDl, Math3
est exprimé transitoirement par les cellules arnacrines en voie de différenciation.
L’inactivation de ce gène n’affecte cependant pas le développement de ces cellules (265).
Par contre, la double inactivation génique de NeuroD 1 et de Math3 entraîne une absence
complète des cellules amacrines (267), témoignant ainsi d’une certaine redondance
fonctionnelle entre ces bHLHs (26$).
En supposant qu’un anticorps spécifique pour Math3 soit disponible. nous
pourrions premièrement vérifier la colocalisation de POMC et de Math3 en
C—,Ô,
immi.tnofluorescence. indiquant ainsi que ce facteur se retrouve exprimé dans les cellules
d’intérêts. Par la suite. afin de vérifier le rôle potentiel de Math3 sur ]a transcription de
POMC, des essais cis/trans en tranfections sur un rapporteur contenant le promoteur
POMC complet ou bien le DE2C multimérisé (qui comprend le site de liaison de
NeuroDi) pourront être envisagés dans notre modèle cellulaire corticotrope AtT-20.
L’utilisation de cellules hétérologues en transfections transitoires serait aussi
envisageable, puisqu’elles permettraient d’augmenter les niveaux de base et par le fait
même. montrer de façon plus marquée l’effet de la surexpression des différents bHLHs
sur le rapporteur. De plus, des expériences de retard sur gel (EMSA) pourraient indiquées
s’il existe une compétition entre les bI-ILHs candidats et NeuroDi sur une sonde
contenant la boîte Eneuto. L’ajout de bHLHs ubiquitaires tel que PanI sera nécessaire afin
de permettre la liaison à l’ADN.
Finalement, au lieu d’eflèctuer une étude de profils d’expression des hHLHs â
partir d’hvpoplwses entières. comme ce fut le cas à la figure 4.1 (utilisation de souris
CDI). nous pourrions utiliser les hypophyses de souris transgéniques exprimant le gène
rapporteur EGFP sous le contrôle de promoteur POMC intact (lignée $62). La
fluorescence obtenue nous permettrait de séparer au FACS trieur cellulaire les cellules
POMC positives, tel que révélé par le signal EGFP. Ainsi, il sera possible d’effectuer le
même type d’analyse développementale sur puces AtYymetrix, mais à partir des cellules
d’intérêts directement, plutôt qu’à partir d’hypophyses entières. De plus, la séparation des
lobes antérieur et intermédiaire étant possible chez l’adulte, nous pourrions voir les
niveaux d’expression des hHLI-ls au sein de chaque type cellulaire hypophysaire
exprimant ta POMC.
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